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Les récepteurs couplés aux protéines G (RCPG) sont une famille très diversifiée de 
protéines membranaires capables de répondre à un grand nombre de signaux chimiques  
tels que des photons, des molécules odorantes, ou des hormones. En plus de cette diversité, 
l’étude des RCPG montre que des associations protéiques spécifiques multiplient les 
possibilités de signalisation de chacun de ces récepteurs.  
En permettant d’atténuer, de potentialiser, ou de générer une nouvelle voie de signalisation, 
l’association des RCPG en oligomères s’avère une importante source de diversité. 
L’utilisation du transfert d’énergie de résonance de bioluminescence (BRET) qui permet de 
détecter les interactions protéiques a révélé de nombreuses associations de RCPG. Durant 
cette thèse, des outils ont été développés pour combiner efficacement le BRET à des essais 
de complémentation de protéines (PCA) dans le but de savoir si l’oligomérisation des 
RCPG pouvait impliquer plus de deux récepteurs. Les résultats présentés montrent que les 
récepteurs de chimiokines CXCR4 et CCR2  forment des homo et hétéro tétramères, et que 
l’activation d’un dimère CCR2 peut moduler la conformation d’un dimère CXCR4 par un 
changement conformationnel trans-récepteur. La coopérativité négative de liaison de ligand 
qui a été démontrée auparavant entre CXCR4 et CCR2  dans des lymphocytes T CD4+ 
exprimant les récepteurs de manière endogène confirme la validité biologique de cette 
interaction. Les données présentées suggèrent également que ces complexes peuvent 
engager les effecteurs Gαi et β-arrestine2, indiquant qu’ils représentent la forme 
fonctionnelle de ces récepteurs. Enfin, nous avons pu confirmer que chaque récepteur de 
l’hétérodimère CXCR4-CCR2 est impliqué dans l’engagement des effecteurs lors de 
l’activation de CCR2.  
 Un autre niveau de complexité dans la signalisation des RCPG est atteint par leur capacité 
à coupler de multiples protéines G. La liaison du facteur dérivé des cellules stromales 
(SDF-1) au récepteur CXCR4 permet la migration des lymphocytes T par une voie de 
signalisation dépendante de la protéine Gαi. Nous avons pu démontrer en revanche que la 
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migration des cellules de cancer du sein était initiée par un couplage de CXCR4 à la voie 
Gα13-Rho pour former des métastases dans des organes distants. 
Enfin, un dernier niveau de régulation des RCPG a été abordé par l’étude de la 
phosphorylation de CXCR4 suite à son activation, qui permet la désensibilisation du 
récepteur et l’engagement de voies de signalisation dépendantes de la β-arrestine. Il 
apparaît que la désensibilisation de la voie du calcium serait médiée par la phosphorylation 
de CXCR4 par les kinases des RCPG (GRK) GRK2 et GRK6 et le recrutement de β-
arrestine2, alors GRK3, GRK6 et la β-arrestine1 potentialiseraient l’activation des kinases 
régulées par les signaux extracellulaires (ERK1/2). Nous suggérons également que c’est la 
phosphorylation de l’extrémité C-terminale de CXCR4 qui permettrait son association avec 
la β-arrestine.  
Mots-clés : Récepteurs couplés aux protéines G (RCPG), récepteur de chimiokine CXCR4, 
CCR2, transfert d’énergie de résonance de bioluminescence (BRET), dimère, tétramère, 
oligomère, essai de complémentation de protéines (PCA), complémentation bimoléculaire 
de luminescence (BiLC), complémentation bimoléculaire de fluorescence (BiFC), protéines 






G protein-coupled receptors (GPCRs) are a diverse family of membrane proteins capable of 
responding to a large number of extracellular stimuli including photons, odorant molecules 
and hormones. In addition to this diversity, it has been shown that GPCRs form specific 
protein:protein interactions, multiplying the signalling possibilities of each of these 
receptors. With the ability to diminish, to potentiate or even generate new signalling 
pathways, the oligomeric association of GPCRs plays an important role in generating this 
diversity. The use of bioluminescence resonance energy transfer (BRET), which allows the 
detection of interactions among proteins, has revealed numerous associations between 
GPCRs. During this thesis, tools have been developed that effectively combine BRET with 
protein complementation assays (PCA) with the goal of determining if interactions between 
GPCRs could involve more than two receptors. The results show that the chemokine 
receptors CXCR4 and CCR2 form both homo and hetero tetramers, and that the activation 
of a dimer of CCR2 can modulate the conformation of a CXCR4 dimer through a trans-
receptor conformational change. Negative cooperativity of ligand binding has previously 
been demonstrated between CXCR4 and CCR2 in CD4+ T lymphocytes endogenously 
expressing the receptors, confirming the biological validity of this interaction. The data 
presented also suggests that these complexes can engage the effector proteins Gαi and β-
arrestin 2, indicating that they represent a functional form of the receptors. Furthermore, we 
have confirmed that each receptor of the CXCR4-CCR2 heterodimer is implicated in the 
engagement of effectors during the activation of CCR2.  
An additional level of complexity in GPCR-promoted signaling exists in their capacity to 
couple of multiple G proteins. Binding of stromal cell-derived factor-1 (SDF-1) to CXCR4 
is known to promote T lymphocyte migration through a Gαi-dependent signalling pathway. 
In addition to this mechanism, we have demonstrated that breast cancer cell migration can 
initiated by a coupling of CXCR4 to the Gα13-Rho pathway, leading to the formation of 
metastases in distant organs.  
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Finally, a novel level of GPCR regulation was revealed through the study of CXCR4 
phosphorylation following its activation, which leads to the desensitization of the receptor 
and the engagement of β-arrestin-dependent signalling pathways. It appears that the 
desensitization of calcium signalling is mediated through the phosphorylation of CXCR4 
by the GPCR kinases (GRKs) GRK2 and GRK6 and the recruitment of β-arrestin 2, 
whereas GRK3, GRK6 and β-arrestin 1 potentiate the activation of extracellular regulated 
kinase (ERK1/2). We also propose that the phosphorylation of the  far C-terminal tail of 
CXCR4 is required for the interaction between the receptor and β-arrestin. 
 
Keywords : G protein coupled receptors (RCPG), chemokine receptor CXCR4, CCR2, 
bioluminescence resonance energy transfer (BRET), dimer, tetramer, oligomer, protein 
complémentation assay (PCA), bimolecular luminescence complementation (BiLC), 
bimolecular fluorescence complementation (BiFC), G proteins, β-arrestins, cancer, 
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Aucune cellule ne vit de manière isolée. Les levures, les moisissures, les 
protozoaires, coordonnent l’agrégation des cellules libres grâce à la sécrétion de 
phéromones pour permettre la reproduction sexuée ou leur différentiation. Chez les plantes 
et les animaux, des molécules de signalisation extracellulaires agissant au sein de 
l’organisme contrôlent le métabolisme intracellulaire, la croissance et la différenciation des 
tissus, la synthèse et la sécrétion de différentes protéines. Pour des cellules adjacentes, la 
communication peut se faire par contact direct grâce à des jonctions lacunaires entre les 
membranes plasmiques permettant l’échange de molécules et d’autres jonctions vont 
permettre de déterminer la forme et la rigidité d’un tissu et ainsi d’ériger un organisme 
entier. Pour transmettre une information à distance, la cellule va synthétiser et sécréter des 
molécules de signalisation qui seront reconnues spécifiquement  par les cellules portant les 
récepteurs à ces médiateurs. Le rôle du récepteur est de transduire le message 
extracellulaire porté par la molécule messagère en un signal identifié par la cellule cible 
comme un ordre de croissance, différenciation, contraction, apoptose ou migration. La 
spécificité de la communication inter-cellulaire est permise par une grande diversité de 
molécules messagères mais aussi de leurs récepteurs; ceux-ci peuvent être nucléaires et 
répondre spécifiquement à des molécules hydrophobes comme les stéroïdes et les 
rétinoïdes, ou bien localisés sur la membrane plasmique. Plusieurs grandes familles de 
récepteurs appartiennent à cette dernière catégorie; parmi eux les canaux ioniques, qui 
autorisent le passage d’ions à travers la membrane plasmique,  les récepteurs enzymes 
(tyrosine kinase, récepteur TGFβ, récepteurs des cytokines), et les récepteurs couplés aux 
protéines liant la guanosine  phosphate (protéines G),  les RCPG, aussi appelés récepteurs à 





Les récepteurs  couplés aux protéines G. 
Les RCPG ou R7TM sont décrits comme la plus grande famille de récepteurs 
membranaires permettant la communication inter-cellulaire. Leur nom dérive de leur 
caractéristique commune: une séquence en acides aminés comportant 7 domaines 
hydrophobes pouvant s’insérer dans les bicouches lipidiques des membranes cellulaires 
(Baldwin, 1994). Le succès évolutif des RCPG a été de se diversifier suffisamment pour 
pouvoir répondre à une multitude de signaux chimiques: de quelques gènes à plus de 1000 
encodant ces récepteurs ont été trouvés dans plusieurs génomes dont Caenorhabdtibis 
elegans, les rongeurs, et les humains (Bjarnadottir et al., 2006; Bockaert and Pin, 1999). 
Les multiples rôles des RCPG dans la physiologie humaine impliquent cependant 
qu’un grand nombre de pathologies résultent d’un dysfonctionnement de ces récepteurs; 
plusieurs maladies neuro-dégénératives, cardio-vasculaires, inflammatoires, infections 
virales, cancers, leur ont ainsi été imputés (Schoneberg et al., 2004). Selon les auteurs, entre 
25% et 60% des médicaments actuels sur le marché cibleraient un RCPG, illustrant 
l’importance de la recherche sur ces récepteurs (Hopkins and Groom, 2002; Panetta and 
Greenwood, 2008; Schoneberg et al., 2004). 
Généralités sur les RCPG.  
Le récepteur de la lumière, la rhodopsine bovine, fut le premier RCPG à être cloné 
(Nathans and Hogness, 1983). La caractéristique commune des RCPG, les sept domaines 
hydrophobes transmembranaires séparées des boucles hydrophiles (Baldwin, 1994), 
permettra par la suite de classer des centaines d’autres membres dans cette même famille. 
Les RCPG ont pour la plupart une masse moléculaire variant de 40 à 85 kilo-
Daltons (KDa) et une organisation semblable; un domaine amino-terminal extracellulaire, 
sept segments transmembranaires (TMI à TMVII) reliés par des boucles extracellulaires (e1 
à e3) et des boucles intracellulaires (i1 à i3) et se terminent par une extrémité carboxy-
terminale située à la face cytoplasmique de la cellule (Figure 1).  
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Une description simple du mode de fonctionnement d’un RCPG est que la liaison 
de l’agoniste provoque un changement conformationnel du récepteur capable de 
promouvoir l’activation des protéines G hétérotrimériques; celles-ci activent à leur tour 
différents effecteurs qui génèrent des seconds messagers intracellulaires tels que le calcium 
ou l’adénosine monophosphate cyclique (AMPc) (figure 1).  
 
 
Figure 1 Représentation schématique d'un RCPG et de son fonctionnement 









Les différentes classes de RCPG.  
 
Les RCPG peuvent être divisés en 3 familles principales selon leurs critères 
structuraux et de liaison de ligand (Bockaert and Pin, 1999). 
La classe 1 (A) est la plus représentée; elle comprend notamment le très étudié 
récepteur Rhodopsine, les récepteurs des amines biogènes, des prostaglandines, des 
molécules olfactives, des peptides dont les chimiokines, et des glycoprotéines. Une 
vingtaine d’acides aminés très conservés forment la signature de la classe A. Parmi les plus 
régulièrement décris, le motif E/DRY, qui est situé à l’extrémité carboxy-terminale (C-
terminale) de la boucle i2, aurait pour rôle de stabiliser le récepteur dans sa conformation 
inactive et serait un élément capital permettant le couplage aux protéines G 
hétérotrimerique (Rosenbaum et al., 2009). Egalement, le motif NPXXY situé du côté 
cytoplasmique du TMVII participe à des changements conformationnels cruciaux associés 
à l’activation des RCPG (Barak et al., 1995; Yao et al., 2006). Deux cystéines sur les 
boucles extracellulaires e2 et e3 sont engagées dans un pont disulfure qui semble important 
pour le maintien de la conformation du récepteur. Un autre résidu à considérer est la 
cystéine (C) palmitoylée située sur l’hélice VIII (une hélice intracellulaire et parallèle à la 
membrane plasmique formée après le TMVII, (figure 3)) qui sert de point d’ancrage à la 
membrane plasmique et qui forme une quatrième boucle intracellulaire. Cette famille a elle-
même été divisée en plusieurs sous groupes. Le sous-groupe 1a est formé par les récepteurs 
de petits ligands, ces derniers se fixant dans une cavité formée par les TMIII et TMIV. Le 
sous-groupe 1b comprend les récepteurs de peptides, dont la liaison nécessite l’extrémité 
N-terminale et les boucles extracellulaires du récepteur. Les récepteurs de chimiokines, qui 
sont le modèle utilisé dans les travaux présentés ici, font partie de ce sous-groupe. Le sous-
groupe 1c, dont les membres possèdent une grande extrémité amino-terminale capable de 
lier les hormones glycoprotéiques telles que LH, TSH, FSH, qui contactent aussi les 
boucles e1 et e3 permettant l’activation du récepteur (Ji and Ji, 1995).  
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La classe 2 (B) est beaucoup plus restreinte en nombre.  Elle se caractérise par un 
grand domaine N-terminal de 100 à 500 résidus pouvant lier de plus gros peptides comme 
le glucagon, le PACAP, le VIP ou la sécrétine. Des résidus cystéines de cette extrémité N-
terminale sont engagés dans des ponts disulfures et sont hautement conservés dans cette 
famille. La topologie de ces récepteurs est semblable à celle de la famille 1c mais sans 
présenter d’homologie de séquence.  
La classe 3 (C) est remarquable par son domaine extracellulaire très long (jusqu’à 
800 résidus) servant à la liaison du ligand, appelé Venus Fly trap (VFT) (figure 2). Ce 
domaine dimérique qui a été cristallisé dans les années 2000 (Kunishima et al., 2000) 
présente une homologie de séquence et une structure similaire avec des protéines 
périplasmiques bactériennes (O'Hara et al., 1993). La classe C est représentée par les 
récepteurs métabotropes du glutamate et du GABA, qui sont respectivement les deux 
principaux neurotransmetteurs excitateurs et inhibiteurs  du système nerveux central, ainsi 
que par les récepteurs du calcium, entre autres (Bockaert and Pin, 1999). 
Classes supplémentaires. 
Les récepteurs des phéromones de la levure constituent une quatrième classe de 
RCPG, et les récepteurs Frizzled et Smoothened qui sont impliqués dans le développement 
de la drosophile constituent la cinquième. Enfin, la famille 6 est composée des récepteurs 





Figure 2 Représentation schématique des 3 familles de RCPG et de leurs sous-groupes 
(Modifié d’après (Bockaert and Pin, 1999) 
 
Structure et activation des RCPG  
Structure 
La cristallographie a permis d’apporter une confirmation visuelle de la structure 
tridimensionnelle des RCPG qui avait été prédite majoritairement par des méthodes 
biochimiques; l’organisation spatiale des domaines transmembranaire, les résidus 
importants dans le maintien de la structure et pour l’activation du récepteur, ont ainsi pu 
être validés grâce aux progrès remarquables de la biologie structurale des RCPG durant les 
trois dernières années. La première structure cristallographique d’un RCPG activé par la 
liaison d’un ligand, le récepteur  β2-adrénergique (β2-AR) (figure 3), à été résolue en 2007 
par le groupe de Brian Kobilka (Cherezov et al., 2007; Rasmussen et al., 2007) suivie peu 
de temps plus tard par la résolution des structures de la rhodopsine de calmar (Murakami 
and Kouyama, 2008), l’opsine en absence de ligand  (Park et al., 2008), l’opsine en 
interaction avec la protéine G (Scheerer et al., 2008), le récepteur à l’adénosine A2A 
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(Jaakola et al., 2008) et enfin le récepteur β1-adrénergique (β1-AR) (Warne et al., 2008) 
et très récemment le récepteur CXCR4 (Wu et al., 2010). La révélation des structures de ces 
sept RCPG en un temps très limité est apparue 7 ans  après la publication du tout premier 
cristal obtenu sur la rhodopsine bovine en 2000 par le groupe de Krzysztof Palczewski 
(Palczewski et al., 2000). Ce délai s’explique par le fait que les différents laboratoires ont 
dû trouver des conditions de stabilité thermodynamique des protéines et de minimiser la 
protéolyse qui atteint les boucles extracellulaires. Cela a été rendu possible entre autres par 
l’utilisation de ligands capables de stabiliser les structures des récepteurs β2-AR et A2A, et 
de mutations stabilisatrices au sein du récepteur β1-AR. Egalement, en tronquant les 
régions désordonnées, en fusionnant une protéine correctement repliée et stables (lysozyme 
T4) ou encore en formant un complexe avec un fragment Fab d’un anticorps, les équipes 
sont parvenues à augmenter la stabilité du récepteur et diminuer la protéolyse.      
 
 
Figure 3 Structure tridimensionnelle du récepteur β2-AR 
Les domaines transmembranaires (TM) sont numérotés de I à VII.  Figure réalisée à 






Les structures de cinq RCPG à l’état inactif car liés à des antagonistes / 
agonistes inverses permettent de confirmer une architecture globale similaire avec 
cependant quelques divergences; notamment, la deuxième boucle extracellulaire formerait 
un clapet protecteur sur la rhodopsine (dont le ligand est lié de façon covalente) alors que la 
poche de liaison sur les récepteurs à ligands diffusibles serait plus ouverte. Egalement, le 
« verrou ionique » (ionic lock) entre le motif E/DRY du TMIII et un résidu glutamate du 
TMVI est retrouvé dans toutes ces structures mais le réseau d’interactions polaires qui 
aurait pour rôle de stabiliser l’état inactif est retrouvé seulement dans la rhodopsine à l’état 
inactif et serait rompu dans les structures des récepteurs β1-AR, β2-AR, et A2A. Le 
mécanisme d’activation des récepteurs par les ligands est une des questions fondamentales 
auxquelles la résolution des structures cristallographiques tente de répondre. En ce sens 
l’obtention de la structure de l’opsine liée au peptide C-terminal de la protéine G 
transducine (Gαt) est une avancée notable. Cependant, la co-cristallisation d’un récepteur 
avec une protéine G complète pourra donner une meilleure image d’un RCPG à l’état actif, 
et suggérer comment la liaison de l’agoniste est couplée à l’échange de nucléotides au 
niveau de l’interface récepteur – protéine G.  
Certains cristaux ont également révélé la structure quaternaire des RCPG; par 
exemple la résolution de la structure d’un dimère de VFT d’un récepteur métabotrope du 
glutamate  (Kunishima et al., 2000) et la très récente résolution de la structure du récepteur 
chimiokine CXCR4 en dimère (Wu et al., 2010) sont venues appuyer l’hypothèse de 
l’assemblage oligomérique des RCPG. Cette dernière structure sera abordée en détail par la 
suite. 
Activation des RCPG et couplage aux protéines G  
La stimulation des RCPG par liaison de leur agoniste à la surface extracellulaire 
induit un changement conformationnel qui permet l’activation des protéines G 
hétérotrimériques qui, à leur tour, activent des effecteurs (Bourne, 1997; Hamm, 1998). Des 
études sur la rhodopsine bovine montrent que l’activation du récepteur résulte en un large 
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mouvement vers l’extérieur de l’hélice VI, ouvrant ainsi une cavité à la surface 
intracellulaire, et que ce mouvement serait nécessaire à l’activation de la protéine Gαt via 
l’insertion de son extrémité C-terminale dans la structure de la rhodopsine. (Farrens et al., 
1996) Cette observation, également faite sur le récepteur β2-adrenergique (Yao et al., 
2006), a pu être confirmée par la structure cristallographique de l’opsine en interaction avec 
les 5 résidus de l’extrémité C-terminale de la protéine Gαt (α5) (Scheerer et al., 2008). Un 
modèle moléculaire s’appuyant sur cette dernière structure a permis de déterminer deux 
états d’interaction du fragment α5 avec les motifs E/DRY et NPxxY du RCPG qui sont 
appelés « stable » et « intermédiaire », et qui correspondent au passage de l’état lié du 
récepteur avant libération du GDP par la protéines G à l’état lié et sans nucléotide. La 
transition entre les deux états engendre une inclinaison à 42 degrés et une rotation à 90 
degrés de l’α5 qu’ils nomment « transfert d’hélice » et qui illustrerait comment α5 servirait 
de levier de transmission pour propager le changement conformationnel du récepteur au site 
de liaison du nucléotide de Gαt (Scheerer et al., 2009). Les RCPG sont donc des GEF (G 
protein exchange factors) permettant l’échange du GDP en GTP sur les protéines G pour 
initier une réponse cellulaire.  
 
Famille des protéines G hétérotrimériques. 
 Les protéines G sont composées de 3 sous-unités: α, β, et γ. Chez l’humain, on 
compte 21 sous-unités Gα codées par 16 gènes, 6 sous-unités Gβ codées par 5 gènes et 12 
sous-unités Gγ (Downes and Gautam, 1999). Selon le modèle classique, les protéines G 
sont inactives dans l’état hétérotrimérique avec la sous-unité Gα liée au GDP (Etat 1). 
Lorsque le récepteur est stimulé, il change de conformation permettant la liaison de la 
protéine G et la libération du GDP par Gα. Lorsque le GDP est libéré, un complexe stable 
de haute affinité est formé entre le récepteur activé et la protéine G (Etat 2). La liaison du 
GTP à Gα déstabilise ce complexe et résulte en une dissociation permettant à Gα-GTP 




persiste jusqu'à ce que le GTP soit hydrolysé en GDP par l’activité GTPasique 
intrinsèque de Gα, puis Gα et Gγβ se réassocient. Le cycle des protéines G peut être 
modulé par d’autres interacteurs tels que les activateurs de la signalisation des protéines G 
(AGS) (Blumer et al., 2007) ou les régulateurs de la signalisation des protéines G (RGS)  
qui favorisent le retour à l’état inactif en facilitant l’hydrolyse du GTP (Koelle, 1997). Les 
protéines G hétérotrimériques sont donc considérées comme des interrupteurs moléculaires, 
allumés et éteints selon le cycle GTPasique (figure 4).  
 
 
Figure 4 Cycle d’activation et d’inactivation des protéines G hétérotrimériques. 
 
 
Les sous-unités Gα sont une famille protéique de 39 à 52 kDa (Gilman, 1987) qui 
ont été divisés en 4 classes principales en fonction de la similarité de leur séquence : Gαs, 
Gαi, Gαq, Gα12, et qui donnent la classification générale des protéines G (détaillé plus 
loin). En prenant comme modèle la résolution des structures cristallographiques de la 
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transducine Gαt (Lambright et al., 1994; Noel et al., 1993; Sondek et al., 1994) et de la 
protéine Gαi (Coleman et al., 1994; Mixon et al., 1995) liées au GTPγs, GDP, et AIF4-, on 
observe qu’elles révèlent une structure commune faite d’un domaine GTPasique et d’un 
domaine hélical conservés. Le domaine GTPasique contient cinq hélices α entourant 6 
feuillets β ainsi que des domaines de liaison pour le dimère Gβγ, les RCPG, et les 
effecteurs lorsque le GTP est lié (Mixon et al., 1995). Trois boucles flexibles importantes 
dans ce domaine sont nommées commutateurs (switches) I, II, et III et subissent des 
changement structuraux en fonction de la liaison du GDP ou du GTP (Lambright et al., 
1994). Le domaine hélical de Gα est composé de 6 hélices α formant un couvercle 
protecteur sur la poche de liaison du nucléotide (Figure 5).  
 
Figure 5 Représentation tridimensionnelle de la structure de la protéine Gαi 
Figure réalisée à l’aide du logiciel PyMol avec le pdb 1C1P. En vert : hélices α. 
Gris: feuillets β. Rouge : site de liaison du GTP. Orange : switches I, II, et III  
 
Sous-familles des protéines Gα : Gαs, Gαi, Gαq, Gα12 
La voie de signalisation cellulaire Gs a été la première décrite et plusieurs concepts 
clé tels que la production de seconds messagers (Sutherland and Wosilait, 1955) ont été 




manière ubiquitaire et Gαolf qui est localisée principalement dans le 
neuroépithelium olfactif et à un faible taux dans le cerveau. Les Gαs sont capables 
d’activer l’adénylate cyclase (AC), un effecteur important de la signalisation qui convertit 
l’ATP en AMPc, permettant notamment l’activation de la protéine kinase A (PKA). L’ADP 
ribosylation par la toxine du cholera (CTX, produite par la bactérie Vibrio Cholerae ) de 
résidus situés dans le site catalytique bloque l’activité GTPasique des Gαs provoquant une 
stimulation permanente de l’AC et par conséquent une  accumulation d’AMPc dans la 
cellule (Gill and Meren, 1978; Robishaw et al., 1986).  
La sous-famille Gi comprend Gαi1,2,3, les sous unité αo1,2, ainsi que les transducines 
de la rétine, avec dans les cellules en cônes αt1 et dans les cellules en bâtonnet αt2, la 
gustducine αgust dans les cellules gustatives, et αz majoritairement dans les plaquettes 
sanguines. La voie de signalisation de cette famille de protéine G a été initialement 
identifiée par sa capacité à inhiber l’activité de l’AC (Hazeki and Ui, 1981) et donc à 
réduire la concentration en AMPc intracellulaire. La toxine pertussique PTX produite par 
Bordetella pertussis est capable d’ADP ribosyler un résidu cystéyl de l’extrémité C-
terminale de αi, αo, αt, et αgust, ce qui empêche l’interaction récepteur - protéine G et inhibe 
l’effet des agonistes (Katada and Ui, 1982). La signalisation des récepteurs couplés à Gi 
s’effectue par la sous-unité Gα mais aussi par Gβγ qui activent indirectement les petites 
GTPases Ras et directement au moins 4 effecteurs : la phospholipase C-β (PLC-β), les 
canaux K+, l’AC, et la phosphoinositide 3 kinase (PI3K). La sous famille des protéines Gαt 
activent quant à elles une phosphodiesterase (PDE) spécifique de la guanosine 
monophosphate cyclique (GMPc) dans les cellules en bâtonnet de la rétine (Miki et al., 
1973).  
La famille Gq comprend les sous-unités αq et α11 qui sont largement réparties, α14 
et α15 qui sont exprimées surtout dans les cellules hématopoïétiques, et α16. Les membres 
de cette famille ne sont pas sensibles à l’ADP ribosylation par les deux toxines décrites 
précédemment. La mobilisation de cette voie stimule la PLC-β qui clive le 
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phosphatidylinositol 4,5-diphosphate (PIP2) pour générer les seconds messagers inositol 
triphosphate (IP3) (Rhee, 2001) et diacylglycérol (DAG). L’IP3 déclenche une libération de 
calcium des stocks intracellulaires et le DAG recrute à la membrane et active certaines 
protéines kinases C (PKC). 
La famille G12 regroupe α12 et α13. Il est désormais bien établi que Gα12 et Gα13 
régulent l’activité des petites GTPases Rho via le facteur d’échange du nucléotide guanine 
Rho-GEF et modulent diverses réponses cellulaires telles que la croissance cellulaire, la 
polarité cellulaire et la migration (Offermanns et al., 1997; Xu et al., 2003b). P115-Rho-
GEF a été le premier effecteur direct des G12 identifié (Hart et al., 1998; Kozasa et al., 
1998); depuis, des études en double hybride sur la levure ont identifié plus de 20 protéines 
interagissant directement avec la famille G12 (Kelly et al., 2007). Un effecteur important de 
la signalisation de G12 est la GTPase monomérique RhoA, qui est un régulateur de la 
formation des fibres de stress d’actine et d’assemblage des adhésions focales, ainsi que de 
la croissance cellulaire (Hall, 1998; van der Linden et al., 2003). De plus, on impute 
désormais à la mauvaise régulation de cette voie de signalisation l’apparition de plusieurs 
pathologies : leucémie, hypertension, invasion cellulaire et métastases cancéreuses (Kelly et 
al., 2006; Kourlas et al., 2000; Tan et al., 2006; Wirth et al., 2008).  
Le dimère Gβγ 
Le modèle historique d’activation des protéines G propose que le récepteur stimulé 
par un agoniste catalyse l’échange de GDP en GTP sur la sous-unité Gα, induisant un 
changement conformationnel qui diminue fortement l’affinité de Gα pour le dimère Gβγ. 
Cette diminution d’affinité permettrait à Gβγ de se dissocier de Gα et du récepteur, pour 
activer subséquemment ses effecteurs jusqu’à ce que l’hydrolyse du GTP par Gα permette 
aux sous-unités de se réassocier, désactivant les protéines G jusqu’à une prochaine 
interaction avec le récepteur (Neer, 1995). Les sous-unités β et γ forment une unité 
fonctionnelle qui ne peut être dissociée que dans des conditions dénaturantes (Schmidt et 




l’attachement à la membrane et avant les modifications protéolytiques de Gγ qui 
seront décrites plus loin. 
Les sous-unités β qui ont un poids moléculaire d’environ 36 kDa sont très 
conservées, partageant entre elles une identité en acides aminés de 50 à 83%. Elles sont 
composées de deux domaines: une région N-terminale en hélice α amphipatique formant 
une superhélice (coiled coil) avec le N-terminal de la sous-unité γ, suivie d’une hélice de 
feuillets  β (β propeller) à 7 pales composée d’une répétition de 7 séquences WD40. Les 
pales 5 et 6 interagissent avec le C-terminal de Gγ (figure 6). Les séquences WD40 sont des 
motifs d’environ 40 acides aminés se terminant par un tryptophane et un aspartate, que l’on 
retrouve sous forme d’unités répétées, formant une hélice de feuillets β et servant aux 
interactions protéine - protéine.  
 
Figure 6 Représentation tridimensionnelle de la structure des protéines G 
  Figure réalisée à l’aide du logiciel PyMol à partir du pdb 1GG2. En bleu : Gβ1. 
Orange : Gγ. Cyan : pales 5 et 6 de Gβ qui interagissent avec Gγ.  
Les sous-unités γ, d’un poids moléculaire de 6 à 9 kDa, sont quant à elles plus 
divergentes avec une homologie de séquence en acides aminés variant de 27 à 75%, raison 
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pour laquelle il est suggéré que c’est cette sous-unité qui définirait la spécificité du 
complexe Gβγ. Tel que mentionné plus haut et illustré par la figure 6, l’interaction entre Gβ 
et Gγ se fait grâce à la structure en superhélice des deux extrémités N-terminales et par les 
hélices 5 et 6 de la structure toroïdale; il a cependant aussi été décrit que l’extrémité C-
terminale de Gβ pouvait interagir avec Gγ (Katz and Simon, 1995). De plus, une étude 
utilisant des chimères γ1γ2 à pu montrer qu’une région de 14 acides aminés de Gγ (acides 
aminés 33 à 46) était suffisante pour conférer la spécificité d’interaction à Gβ (Spring and 
Neer, 1994). 
L’hétérotrimère Gαβγ 
Les 2 structures cristallographiques des trimères Gαtβ1γ1 (Lambright et al., 1994) et 
Gαiβ1γ2 (Wall et al., 1995) seront pris en exemple : elles ont largement aidé à confirmer les 
interfaces d’interaction entre les 3 sous-unités, souvent en validant les données 
biochimiques obtenues auparavant. Elles révèlent que les commutateurs I et II (Switch I et 
II) ainsi que les brins β numéro 2 et 3 de la sous-unité α(GDP) formeraient une poche 
hydrophobe d’interaction avec les feuillets β5, 6, et 7 de la sous-unité Gβ. L’hélice N-
terminale de Gα formerait également une interaction avec Gβ mais dans une moindre 
mesure. Aucune de ces structures ne prouve cependant l’existence d’un contact entre Gα et 
Gγ, même si l’acétylation de l’extrémité N-terminale Gα et  C-terminale de Gγ sont 
extrêmement proches et pourraient s’insérer dans la membrane plasmique de manière 
coopérative (Seitz et al., 1999).  
Interaction de l’hétérotrimère avec le récepteur. 
La combinaison des 21 protéines Gα avec les 12 sous-unités γ et les 5 sous-unités β 
pourrait former des centaines de complexes différents pouvant se lier à la grande diversité 
de RCPG existants. Cependant il a été démontré qu’un nombre restreint d’associations avait 
effectivement lieu en raison notamment de limitations structurales (Lee et al., 1995a; 
Pronin and Gautam, 1992); il en résulte que certains  complexes hétérotrimériques  




d’études montre désormais que les RCPG peuvent s’associer et signaliser via 
différentes protéines G. Il existe donc des éléments qui déterminent la spécificité 
d’interaction entre les récepteurs et les protéines G et qui permettraient une régulation 
appropriée de la transduction du signal; au delà des éléments structuraux, la prédominance 
de l’expression tissulaire des différents partenaires semble évidemment cruciale.  
Des sites d’interactions des trois sous-unités α, β, et γ avec le récepteur ont été 
rapportés, chacun apportant une spécificité au couplage.  Comme mentionné plus haut, le 
principal motif d’interaction de la protéine Gα avec le récepteur est représenté par les 5 
derniers acides aminés de son extrémité C-terminale (Scheerer et al., 2009; Scheerer et al., 
2008). L’importance de ce site peut être mise en évidence par le découplage complet d’une 
protéine Gi suite à l’ADP ribosylation d’une cystéine C-terminale par la PTX. Cette portion 
C-terminale, aussi appelée α5, est également déterminante dans la spécificité de couplage 
du RCPG à la protéine G, tel que démontré dans des études utilisant des chimères de 
protéines G; par exemple, le remplacement du C-terminal de la protéine Gq par celui de la 
protéine Gi pour former la chimère Gqi5, qui est capable de coupler des récepteurs Gi mais 
de stimuler les effecteurs de Gq, notamment la PLC-β, et de générer une réponse calcique 
(Conklin et al., 1993). L’extrémité N-terminale des Gα serait elle aussi importante dans la 
spécificité de couplage au récepteur; des mutants de Gαq et Gα11 amputés de leurs 6 
premiers acides aminés sont capables de générer des inositol phosphate en réponse à la 
stimulation de récepteurs couplés Gi ou Gs, alors que les Gq sauvages n’en sont pas capables 
(Kostenis et al., 1997). Enfin, les boucles αN-β1, α2-β4 et α3-β5 ont également été 
impliquées dans la spécificité de couplage de Gα16 à mGlu2, au récepteur du complément 
C5a, et au couplage de Gs au récepteur β2-adrénergique respectivement (Blahos et al., 
2001; Grishina and Berlot, 2000; Lee et al., 1995b).  
Les portions C-terminales des sous-unités Gβ et Gγ pourraient elles aussi contacter  
le récepteur; les 60 derniers acides aminés du C-terminal de la sous-unité β1 seraient ainsi 
impliqués dans l’interaction avec le récepteur α2-adrenergique, impliquant les séquences 
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répétées du 7ème WD40 (Taylor et al., 1996). Également, une étude menée par mutation 
de résidus en alanine a pu déterminer l’importance de la partie C-terminale de Gγt dans la 
liaison et l’activation de la rhodopsine (Kisselev and Downs, 2006). 
Selon ces données, les trois sous-unités du trimère Gαβγ seraient capables de lier le 
récepteur, chacune ayant un rôle dans son activation. Cependant, même si aucun co-cristal 
de RCPG avec l’hétérotrimère n’a encore été obtenu, la mise en parallèle des données 
semble indiquer que la surface de contact de l’hétérotrimère serait trop étendue pour 
accueillir un seul RCPG, donnant  alors une argument structural à la dimérisation de ces 
récepteurs; cette notion sera abordée par la suite en détail. 
Au niveau des récepteurs, la faible homologie de séquence des boucles 
intracellulaires impliquées dans le couplage aux protéines G complique la compréhension 
de la spécificité de couplage (Wess, 1998), surtout si l’on considère que plusieurs protéines 
G peuvent coupler un même RCPG. De nombreuses études par délétion ou mutation 
montrent cependant une implication majeure des boucles intracellulaires i2 et i3 (Wess, 
1997); mais l’intégralité des conformations du récepteur étant importante dans l’activation 
des protéines G, de nombreux résidus distants des sites d’interactions directs peuvent 
s’avérer également cruciaux. Le concept de « texture » du ligand selon lequel la nature de 
l’agoniste engendre différents états conformationnels du récepteur qui favorisent le 
couplage à une protéine G plutôt qu’à une autre, appuie cette notion de spécificité de 
couplage liée à l’état du récepteur (Kenakin, 2003). 
Controverse de la dissociation Gα-Gβγ 
Les fondements moléculaires supportant l’idée que l’activation de la protéine Gα et 
du dimère βγ dépendrait de la dissociation de la sous-unité α et que leur réassociation 
inhiberait la signalisation viennent d’études sur des mutants qui concluent que les régions 
impliquées dans l’activation des effecteurs par βγ sont les mêmes que celles permettant la 
liaison à la sous-unité α (Ford et al., 1998; Li et al., 1998). βγ serait donc inactif dans sa 




structure cristallographique de Gαq en complexe avec Gβγ qui rapporte un état 
activé dans lequel Gq est totalement dissociée et désaxée de Gβγ par rapport à l’état de 
l’hétérotrimère inactif (Tesmer et al., 2005). Cependant, de nombreuses données 
biochimiques et cinétiques appuient un modèle dans lequel la dissociation des sous-unités 
ne serait pas nécessaire à l’activation des protéines G. Par exemple, l’expression d’une 
protéine de fusion Gα-Gβ chez la levure est capable d’induire la signalisation aussi 
efficacement que les protéines Gα et Gβ exprimées individuellement (Klein et al., 2000). 
Comme la fusion ne permettait pas une dissociation physique complète des sous-unités, il a 
été proposé que l’activation de l’hétérotrimère se fasse par un changement conformationnel. 
La plupart des arguments récents qui alimentent l’hypothèse du changement 
conformationnel viennent d’études menées par les techniques de transfert d’énergie de 
résonance de Förster ou de bioluminescence, le FRET et le BRET. Dans le laboratoire du 
Dr. Bouvier, Gales et al. montrent que suite à la stimulation du récepteur α2-adrénergique, 
le signal de BRET entre Gγ2 fusionnée à la protéine accepteur d’énergie GFP2 (pour green 
fluorescent protein) et Gαi fusionnée à la protéine donneur d’énergie Rénilla luciférase  
(RLuc)ne varie pas dans la même direction si la luciférase est insérée en 3  positions 
différentes de Gα (Gales et al., 2006). Si une diminution de signal est observée dans deux 
positions et une augmentation dans la troisième, alors l’activation de l’hétérotrimère 
procède vraisemblablement d’un changement conformationnel entre les sous-unités plutôt 
que d’une dissociation de celles-ci.  
Controverse du précouplage entre le récepteur et les protéines G. 
 A l’origine, il a été proposé que le couplage des récepteurs aux protéines G se 
fassent par un mécanisme de collision (Orly and Schramm, 1976; Tolkovsky and Levitzki, 
1978). Dans ce modèle les récepteurs et protéines G diffusent librement dans le plan de la 
membrane, et une interaction fonctionnelle n’a lieu que lorsque le récepteur est activé. Des 
études récentes menées en FRET supportent l’hypothèse de la collision en démontrant 
d’une part l’absence d’interaction entre le récepteur et les protéines G lorsque le récepteur 
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n’est pas stimulé, et d’autre part que la cinétique de formation des complexes dépendait 
de la concentration de Gα (Hein et al., 2005). Cependant, considérant qu’une centaine de 
RCPG différents sont exprimés dans une cellule avec également un nombre important  de 
protéines G, et que la signalisation cellulaire doit être ciblée et rapide, ce modèle a été 
remis en cause au début des années 90 (Neubig, 1994) et d’autres modèles sont alors 
apparus. L’un d’eux propose que les protéines G et les récepteurs diffusent librement mais 
soient compartimentalisés dans des microdomaines et se couplent lors de la stimulation par 
l’agoniste (Neer, 1995; Neubig, 1994). Dans ce cas, la spécificité viendrait du nombre 
restreint d’interactions entre les éléments au sein de ce compartiment, et une concentration 
locale élevée expliquerait que la signalisation par le RCPG se fasse dans l’ordre de la 
milliseconde (Gross and Lohse, 1991). Enfin, un modèle encore dominant aujourd’hui 
postule que le récepteur et les protéines G soient précouplés même en absence d’agoniste 
(Neubig et al., 1988); ce modèle est particulièrement pertinent pour expliquer la spécificité 
de signalisation. Les travaux de Gales et al. précédemment cités appuient ce modèle à 
travers l’observation d’un transfert d’énergie basal de BRET (en absence d’agoniste) entre 
le récepteur α2-adrénergique et la protéine Gαi1 (Gales et al., 2006). Également, une étude 
en FRET démontrait d’une part des dimères de récepteurs α2-adrénergiques et 
muscariniques M4 à la membrane, et d’autre part que ces récepteurs sont précouplés de 
manière spécifique à l’hétérotrimère αoβ1γ2 (Nobles et al., 2005). Enfin très récemment, 
une étude menée dans le laboratoire du Dr. Pin à démontré que plusieurs de ces solutions 
pouvaient coexister; en effet les auteurs constatent que le récepteur PAR-1 est préassemblé 
à la protéine Gαi1 qu’il peut activer rapidement (t1/2 = 4.13s), mais qu’il est capable 
également de recruter Gα12 avec une cinétique très différente (t1/2 = 8.8min). Les données 
obtenues suggèrent que les deux modes d’interactions observés sont en fait dus à 
l’activation de deux populations différentes de récepteurs PAR-1, apportant une autre 
explication à la diversité de couplage des RCPG où un seul récepteur peut activer de 
multiples voies de signalisation dépendantes ou non des protéines G (Ayoub et al., 2010).  
La complexité de la réponse cellulaire suite à l’activation par un seul ligand est la 




Le couplage multiple aux protéines G a pu être démontré entres autres dans des 
études indiquant que des récepteurs couplés à Gαi/o qui inhibent l’adénylate cyclase 
pouvaient aussi hydrolyser les phosphoinositides de manière insensible à la PTX (Crawford 
et al., 1992). La stimulation et l’inhibition concommitantes de l’adénylate cyclase par un 
même RCPG a également été rapportée dans le cas du récepteur adrénergique α2-AR 
(Fraser et al., 1989). Enfin une preuve fonctionnelle a été obtenue par la mesure 
quantitative de l’échange GDP-GTP par les sous-unités Gαs et Gαq/11 avec les récepteurs de 
la tyrotropine et de la dopamine D1 (Allgeier et al., 1997; Jin et al., 2001), mais aussi les 
sous-unités Gαi/o et Gαq/11 du récepteur adénosine A3(Palmer et al., 1995). Certains 
récepteurs sont même décrits comme couplant à trois ou quatre classes de protéines G 
(Laugwitz et al., 1996). Ainsi, en contraste avec le paradigme énonçant qu’un récepteur 
interagit avec une protéine G en particulier, plusieurs exemples ont prouvé que le couplage 
fonctionnel avec des protéines G distinctes est possible.  
 
Arrêt de la signalisation  
La stimulation des RCPG et de leurs effecteurs par des agonistes conduit à une série 
d’évènements coordonnés qui aboutissent à la désensibilisation de la signalisation cellulaire 
en découplant le récepteur des protéines G d’une part et en l’internalisant d’autre part, pour 
le rendre inaccessible aux agonistes. Quatre processus peuvent être distingués: la 
désensibilisation, l’internalisation, et le recyclage des récepteurs à la surface cellulaire ou 
leur dégradation. Les quatre évènements sont classiquement décrits selon la séquence 
suivante; la liaison de l’agoniste entraîne la phosphorylation du récepteur par les kinases 
spécifiques des RCPG (GRK) qui permet le recrutement des β-arrestines. Ces dernières 
découplent physiquement le récepteur des protéines G et recrutent la clathrine ainsi que le 
complexe AP2, permettant l’endocytose par les puits de clathrine (figure 7). Les récepteurs 






Figure 7 Désensibilisation,  internalisation, et recyclage / dégradation des RCPG 
La désensibilisation est initiée par la phosphorylation du récepteur suivant la liaison 
de l’agoniste; elle peut être effectuée par deux types de kinases menant à une 
désensibilisation dite hétérologue ou homologue du récepteur.  
Désensibilisation hétérologue 
Elle résulte de l’action de kinases dépendantes des seconds messagers telles que la 
protéine kinase dépendante de l’AMPc (PKA) ou la PKC, qui phosphorylent des sérines et 
thréonines dans les boucles cytoplasmiques et la queue C-terminale du récepteur. La 
phosphorylation par ce type de kinases serait suffisante pour diminuer l’affinité du 
récepteur à la protéine G (Benovic et al., 1985). Le récepteur ciblé par ces kinases n’a pas 
besoin d’être lié par son agoniste et peut donc être désensibilisé par d’autres récepteurs, 






Désensibilisation homologue et GRK 
Ce type de désensibilisation est effectué par les GRK et suivi par la liaison de la β-arrestine (figure 
7). Il existe 7 GRK différentes décrites à ce jour partageant des similarités structurales : un corps 
catalytique central, une partie N-terminale de taille semblable responsable de la reconnaissance du 
récepteur, et une partie C-terminale plus variable impliquée dans la localisation cellulaire de la 
kinase (Willets et al., 2003). GRK1 et GRK7 sont des kinases rétiniennes qui sont exprimées 
presque exclusivement dans les yeux; GRK1 est responsable de la phosphorylation de la rhodopsine 
(Lorenz et al., 1991) et GRK7 régulerait spécifiquement l’opsine des cellules en cônes  (Weiss et 
al., 1998). GRK2 et GRK3 sont les premières a avoir été identifiées à la fin des années 80 sous le 
nom de βARK1 et βARK2 pour β-adrenergic receptor kinases 1 et 2; elles sont très représentées 
dans les tissus et sont capables de phosphoryler un  grand nombre de RCPG. Leur partie C-
terminale est constitué d’un domaine de liaison aux protéines Gβγ de 125 acides aminés contenant 
une séquence « homologue aux plekstrines » (Koch et al., 1993). De manière importante, ce 
domaine d’interaction avec Gβγ servirait à la translocation de GRK2 et GRK3 à la membrane 
plasmique (Pitcher et al., 1992). Cette caractéristique les différencie de GRK4 et GRK6 qui se 
situent constitutivement à la membrane en raison de la palmitoylation de leur domaine C-terminal 
(Willets et al., 2003). D’un point de vue tissulaire, GRK4 se situerait majoritairement dans les 
testicules alors que GRK6 est exprimée dans un grand nombre de tissus (Premont et al., 1999). 
Enfin, GRK5, largement représentée dans les tissus également, est localisée aussi à la membrane 
grâce à une interaction entre les résidus basiques de son C-terminal et les phospholipides 
membranaires (Willets et al., 2003). On peut ainsi conclure de la localisation tissulaire de ces 
kinases que la plupart des RCPG dans l’organisme sont potentiellement phosphorylables par les 
GRK 2, 3, 5, et 6. Tout comme les kinases dépendantes des seconds messagers, les GRK 
phosphorylent les serines et thréonines de la troisième boucle intra cellulaire et du C-terminal des 
récepteurs; par contre leurs cibles seront préférentiellement les RCPG activés par leur ligand. Il est 
important de noter que la simple phosphorylation des RCPG n’est pas suffisante pour découpler les 
RCPG des protéines G; c’est l’augmentation d’affinité et le recrutement des β-arrestines au 
récepteur résultants de la phosphorylation qui permettent la désensibilisation homologue (Lohse et 
al., 1992). Les multiples sites de phosphorylation présents sur un récepteur et la récurrence de 
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plusieurs types de GRK dans les cellules conduisent à de nombreuses possibilités de régulation 
du récepteur par ces kinases (Ren et al., 2005).  
β-arrestines  
Les arrestines sont des protéines solubles majoritairement cytoplasmiques dont la 
première fonction décrite était la désensibilisation des RCPG. Leur capacité à lier ces 
récepteurs à la machinerie d’internalisation (AP2 et clathrine) a été interprétée comme une 
extension naturelle de cette première fonction. Par la suite, la découverte que les β-
arrestines pouvaient interagir directement avec les tyrosines kinases de la famille src 
(Luttrell et al., 1999) ont suggéré qu’elles pouvaient avoir un rôle plus large d’adaptateur 
permettant le recrutement de protéines de signalisation au RCPG activé. Il est aujourd’hui 
reconnu que les arrestines ont un rôle majeur dans l’activation de certaines voies de 
signalisation, notamment les voies des MAPK ERK1/2 (DeFea et al., 2000; Luttrell et al., 
1999) et JNK3 (McDonald et al., 2000).  
La famille des arrestines se divise en deux groupes : les arrestines visuelles ou 
sensorielles (arrestines 1 et 4) et les arrestines non visuelles (arrestines 2 et 3 ou β-
arrestines 1 et 2). Les arrestines 2 et 3 dont il sera question dans cet exposé ont été 
découvertes dans les années 90 par l’équipe du Dr. Lefkowitz (Attramadal et al., 1992; 
Lohse et al., 1990). Elles sont exprimées de manière ubiquitaire dans les tissus et partagent 
un haut degré d’homologie entre elles. La résolution cristallographique de 3 arrestines chez 
les vertébrés révèle une molécule allongée avec deux domaines N et C-terminaux se faisant 
face, séparés par un cœur polaire (polar core) servant de senseur pour le phosphate du 
récepteur activé (Gurevich and Gurevich, 2006). L’orientation relative des deux domaines 
dans la conformation basale est maintenue par deux structures formant des fermoirs qui se 
détacheraient lors de la liaison du phosphate du récepteur, entraînant un changement 
conformationnel global de l’arrestine (Gurevich and Gurevich, 2004) . 
 La désensibilisation serait la conséquence d’un découplage entre le récepteur et la 
protéine G provoqué par le recrutement de l’arrestine au récepteur; la découverte que 




rhodopsine (Gurevich and Gurevich, 2006) qui est également le site de liaison de 
la transducine (Janz and Farrens, 2004) était donc attendue. Aussi, il a été démontré que le 
motif DRY du récepteur CCR5 devait être intact pour une interaction correcte entre la 
boucle i2 du récepteur et l’arrestine, révélant le chevauchement des surfaces de liaison des 
protéines G et arrestines (Huttenrauch et al., 2002).  
L’internalisation médiée par les β-arrestines à lieu quelques minutes après la 
stimulation du récepteur par l’agoniste. Les β-arrestines contiennent deux motifs qui leur 
permettent de fonctionner comme des protéines adaptatrices entre le récepteur et la 
machinerie d’endocytose.  Elles sont capables de lier la clathrine avec une forte affinité 
(Goodman et al., 1996) par une région de leur extrémité C-terminale, entre les résidus 374 
et 377 (Krupnick et al., 1997) ainsi que la sous-unité β2 adaptine du complexe 
hétérotétramérique AP-2 grâce à une séquence RxR située entre les résidus 394 et 396 
(Laporte et al., 1999). Le complexe AP2 qui est impliqué dans l’initiation de la formation 
des puits de clathrine connecte le récepteur à la machinerie d’endocytose par sa liaison avec 
la clathrine, la dynamine, et EPS15 (Kirchhausen, 1999). Une fois la vésicule formée, la 
GTPase dynamine permet l’étranglement de la membrane  et l’internalisation du complexe 
β-arrestine – récepteur (Zhang et al., 1996). Les récepteurs peuvent alors prendre deux 
voies : 1- les RCPG lient de manière transitoire la β-arrestine2 (Oakley et al., 2000), se 
dissocient rapidement et la β-arrestine est recyclée vers la membrane plasmique alors que le 
récepteur est adressé aux endosomes; on parle alors de récepteur de classe A (Zhang et al., 
1999). C’est le cas par exemple des récepteurs β2-AR et α1b-AR, opïoides μOR, et D1A de 
la dopamine. Les récepteurs dits de classe B tel que vasopressine V2 ou angiotensine AT1a, 
ont la même affinité pour les β-arrestines 1 et 2 avec qui elles forment un complexe stable 
qui est adressé aux endosomes (Oakley et al., 2000). La formation de complexes récepteur - 
β-arrestine transitoires favoriseraient une déphosphorylation rapide et le retour à la 
membrane plasmique alors que les complexes stables retardent la resensibilisation et 
pourraient favoriser l’adressage des récepteurs vers la machinerie de dégradation. Les 
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caractéristiques structurales déterminant la stabilité du complexe ont été identifiées dans 
des groupements de serines/thréonines sur l’extrémité C-terminale du récepteur et celle de 
la β-arrestine (Oakley et al., 2001).  
La distinction des fonctions des deux arrestines vient d’une étude utilisant des 
fibroblastes issus d’embryons de souris (MEFs) n’exprimant plus la β-arrestine 1 (knockout 
ou KO β-arrestine 1), la β-arrestine 2, ou les deux β-arrestines (Kohout et al., 2001). Dans 
les cellules n’exprimant ni l’une ni l’autre des arrestines, l’accumulation d’AMPc est 
augmentée par l’activation du récepteur β2-adrénergique, et l’est d’avantage dans les 
cellules n’exprimant aucune arrestine. Les deux protéines ont donc une fonction similaire 
dans la désensibilisation. En revanche, l’internalisation du récepteur β2-adrenergique n’est 
pas affectée dans les MEFs KO pour la β-arrestine 1 alors qu’elle est diminuée dans les 
cellules KO pour la β-arrestine 2 et totalement inhibée dans les cellules double KO. 
Concernant leur rôle dans la signalisation, il a été montré que la β-arrestine 2, mais pas la 
β-arrestine 1, servait d’adaptateur pour les kinases de la cascade JNK3 menant à 
l’activation et la rétention cytosolique de JNK3 (McDonald et al., 2000).  Il ne fait aucun 
doute que de nombreuses fonctions distinguent ces deux variants; entres autres, il est 
actuellement suggéré qu’un RCPG phosphorylé par des GRK différentes donnerait des  
fonctionnalités distinctes à la β-arrestine (Ren et al., 2005) mais pourrait aussi mobiliser 
l’une ou l’autre des arrestines pour désensibiliser préférentiellement certaines voies de 
signalisation ou en activer d’autres; c’est le cas du récepteur de chimiokine CXCR4 qui 
sera abordé dans la section résultats (Busillo et al., 2010) .  
 
Oligomérisation des RCPG 
La formation d’un complexe fonctionnel par oligomérisation de plusieurs 
polypeptides est un concept très courant en signalisation cellulaire. Les RCPG ont pourtant 
longtemps été considérés comme des monomères obéissant au paradigme selon lequel un 




1990) même s’il ne permettait pas d’expliquer les phénomènes de coopérativité 
observés sur le récepteur β2-adrénergique dès les années 1975. Depuis, plusieurs dizaines 
d’études utilisant des techniques biochimiques et biophysiques ont pu démontrer 
l’existence d’oligomères composés d’au moins deux protomères identiques (homodimères) 
ou de deux protomères différents (hétérodimères); pour une revue exhaustive, voir 
(Khelashvili et al., 2010). Cependant, si la formation de dimères obligatoires par les RCPG 
de classe C, notamment le récepteur GABAb (Kaupmann et al., 1998; White et al., 1998) 
n’est plus contestée, l’existence des dimères de classe A reste un sujet de controverse 
(Chabre et al., 2003). Les preuves accumulées en faveur de la dimérisation des RCPG et les 
techniques qui ont permis d’y accéder seront présentées dans cette section. 
Liaison de ligand radiomarqué, micro-agrégation et  complémentation fonctionnelle  
La conséquence fonctionnelle de la formation de dimères de RCPG commence à 
être suggérée dès les années 1975 dans une étude de liaison de ligand radiomarqué du 
récepteur β2-adrénergique montrant un phénomène de coopérativité négative. Dans ces 
travaux les auteurs utilisent une dilution d’alprénolol tritié qui l’empêche de se lier à 
nouveau au récepteur après dissociation et laisse des sites de liaison libres. Dans cette 
condition de dilution, ils constatent que le taux de dissociation du ligand marqué est 
augmenté en présence d’alprénolol froid, ce qui ne serait pas le cas si les sites de liaison 
étaient indépendants; il y a donc une coopérativité négative au sein des sites de liaison du 
β2-AR (Limbird and Lefkowitz, 1976; Limbird et al., 1975). Des études ultérieures ont pu 
montrer ce même phénomène avec d’autres RCPG, notamment avec les récepteurs 
chimiokines. (El-Asmar et al., 2005; Sohy et al., 2007). Une preuve plus concrète de 
dimérisation est donnée en 1982 par une expérience montrant que la conjugaison de 
peptides antagonistes du récepteur à la gonadolibérine (GnRH) à un anticorps permettait de 
les transformer en agoniste et de déclencher la libération d’hormone lutéinisante (LH)  dans 
des cultures hypophysaires. Ces résultats suggéraient que l’agrégation des récepteurs était 
suffisante pour induire l’activation (Blum and Conn, 1982; Conn et al., 1982). Suite à ces 
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premières évidences de dimérisation, plusieurs équipes ont cherché à déterminer le poids 
moléculaire des RCPG en utilisant l’inactivation par radiation; ils proposent au milieu des 
années 80 que les récepteurs α2-AR (Venter et al., 1983), dopamine D2 (Lilly et al., 1983), 
et GnRH (Conn and Venter, 1985) forment des complexes de poids moléculaires supérieurs 
à des monomères. Plus récemment enfin, une méthode élégante pour prouver l’existence de 
dimères de RCPG a été l’utilisation de la complémentation fonctionnelle de deux récepteurs 
mutants. Le mutant α2-AR ne comprenant que ses cinq premiers domaines TM, les deux 
autres provenant du récepteur M3. Le mutant muscarinique M3 est composé seulement de 
ses 5 premiers TM, les deux derniers domaines TM appartenant à α2-AR. Ces deux 
chimères ne sont capables ni de lier leur ligand, ni d’engendrer une signalisation s’ils sont 
exprimés individuellement. Cependant leur coexpression restore leur capacité à lier chacun 
des deux ligands et à engendrer l’activation de la PLC (Maggio et al., 1993).   
Co-immunoprécipitation 
La présence de bandes immunoréactives de poids moléculaire correspondant à des 
complexes de RCPG de 2 protomères et plus était couramment observée en 
immunobuvardage de type western mais soulevaient deux problèmes majeurs : l’utilisation 
de solutions dénaturantes comme le sodium-dodécyl-sulfate (SDS) pouvait provoquer 
l’agrégation des récepteurs d’une part, et d’autre part on ne pouvait pas exclure que les 
hauts poids moléculaires observés n’étaient pas dus à la présence d’autres protéines 
associées telle que les protéines G par exemple. La co-immunoprécipitation a permis 
d’apporter plus de spécificité dans les méthodes biochimiques pour déterminer la présence 
de dimères de récepteurs. La technique consiste à marquer les deux RCPG étudiés avec des 
épitopes différents (HA, Myc ou Flag habituellement); suite à l’immunoprécipitation de 
l’un des deux récepteurs, on regarde si l’autre épitope est détectables en western blot, 
prouvant l’association des deux récepteurs. La première étude utilisant cette approche sur 
des RCPG a été faite par l’équipe du Dr. Bouvier. Des récepteurs β-adrénergiques portant 
les épitopes Myc et HA sont coexprimés dans des cellules Sf9 et une immunoréactivité HA 




en évidence l’interaction entre deux récepteurs β2-adrénergiques. La spécificité de 
cette approche a pu être vérifiée par l’absence de co-immunoprécipitation du récepteur 
mucarinique M2 portant l’epitope Myc avec HA-B2-AR. De plus, la possibilité 
d’agrégation des récepteurs due à une mauvaise solubilisation a été exclue en soumettant 
les cellules à un traitement de pontage chimique hydrophile avant leur lyse; les dimères se 
sont trouvés stabilisés, prouvant qu’ils étaient à l’état de complexes pré formés à la surface 
cellulaire. Deux autres observations très intéressantes dans cette même étude corroborent 
cette hypothèse : d’abord, un peptide issu du domaine TMVI est capable d’inhiber la 
dimérisation mais aussi l’activation de l’AC, ce qui démontrait la fonctionnalité de la 
dimérisation. Ensuite, les résultats prouvent que l’agoniste stabilisait l’état dimérique alors 
que l’agoniste inverse semblait favoriser l’état de monomère (Hebert et al., 1996). 
L’immunoprécipitation devient alors largement utilisée et permet la mise en évidence de 
nombreux homodimères mais aussi hétérodimères de RCPG (tableau I).  
 
Tableau I : Exemples d’homo et hétéro-dimères révélés par co-immunoprécipitation 
Récepteurs État oligomérique Référence 
Dopamine D2 homodimère (Ng et al., 1996) 
Glutamate mGluR5 homodimère (Romano et al., 1996) 
Opïoide δOR homodimère (Cvejic and Devi, 1997) 
Calcium CaR homodimère (Bai et al., 1998) 
Muscarinique M3 homodimère (Zeng and Wess, 1999) 
GABAbR1 / GABAbR2 hétérodimère (White et al., 1998) 
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Opïoides δOR / μOR hétérodimère (Jordan and Devi, 1999) 
Somatostatin SST3 / SST2a hétérodimère (Pfeiffer et al., 2001) 
Adénosine A1 / Dopamine D1 hétérodimère (Gines et al., 2000) 
Angiotensine AT1 / Bradykinine B2 hétérodimère (AbdAlla et al., 2000) 
Opïoide δOR / Adrénergique β2AR hétérodimère (Jordan et al., 2001) 
 
Cas particulier des récepteurs de classe C : 
Les travaux publiés à la fin des années 90 sur les récepteurs GABAb1 / GABAb2 sont 
des éléments déterminants en faveur de la dimérisation des RCPG dans la mesure où ils 
démontrent que ce récepteur forme un hétérodimère constitutif, obligatoire. La sous-unité 
GABAb1 qui est un GPCR capable de lier le GABA contient à son extrémité C-terminale un 
motif RXR(R) de rétention dans le réticulum endoplasmique l’empêchant d’atteindre la 
surface cellulaire (Margeta-Mitrovic et al., 2000). La fonctionnalité du récepteur n’est 
retrouvée que par la coexpression de la sous-unité GABAb2 qui masque le site de rétention 
de GABAb1 et permet l’adressage de l’hétérodimère à la membrane. La sous-unité GABAb2 
qui est  la seule à pouvoir activer la protéine G n’est en revanche pas capable de lier le 
GABA; une réponse fonctionnelle au ligand signifie donc la présence obligatoire de 
l’hétérodimère à la membrane.  
Un autre argument fort appuyant l’hypothèse de la dimérisation a été la résolution 
cristallographique des domaines extracellulaires du récepteur du glutamate mGlu1 dans une  
conformation liée au ligand et deux conformations non liées; les trois structures montrent 
des homodimères de VFT liés par un pont disulfure (Kunishima et al., 2000).  
Malgré ces évidences incontestables de dimérisation chez les récepteurs de classe C, 




méthode directe étaient toujours attendues; cette démonstration a été rendue 
possible grâce aux techniques biophysiques de transfert d’énergie, le FRET et le BRET. 
 
Méthodes de transfert d’énergie par résonance de Förster et par bioluminescence 
(FRET et BRET).  
L’énergie transférée d’une molécule donneur à une molécule accepteur d’énergie de 
manière non radiative selon un couplage dipôle-dipôle est appelée transfert d’énergie par 
résonance. L’avènement de ces technologies a été rendu possible par la découverte 
(Shimomura et al., 1962), le clonage (Prasher et al., 1992), et l’expression hétérologue de la 
protéine fluorescente verte (GFP) de la méduse Aequoria Victoria. La propriété d’auto-
fluorescence de cette protéine a apporté une révolution dans la biologie en permettant 
d’abord de localiser les protéines en microscopie puis en permettant de révéler des 
interactions protéiques avec les méthodes de transfert d’énergie.  
Lorsque le donneur d’énergie est une molécule fluorescente, l’exposition à une 
lumière d’une longueur d’onde donnée provoque son excitation; le transfert d’énergie à 
l’accepteur fluorescent qui en résulte est appelé FRET. Le donneur peut aussi être une 
enzyme, la luciférase, qui libère son énergie par oxydation de son substrat, la 
coelenterazine. Le transfert d’énergie au fluorophore accepteur est alors appelé BRET. 
L’efficacité du transfert d’énergie dépend essentiellement de 3 facteurs; d’abord, le 
chevauchement du spectre d’émission du donneur avec le spectre d’excitation de 
l’accepteur doit être maximal pour permettre un transfert d’énergie efficace. En revanche, 
plus les spectres d’émission du donneur et de l’accepteur sont éloignés, meilleure sera la 
résolution (figure 8). Enfin, le transfert d’énergie est hautement dépendant de l’orientation 
des dipôles donneur-accepteur d’une part et d’autre part de la distance entre eux, qui doit 
être inférieure à 100Å (Angstroms) (Wu and Brand, 1994). L’efficacité du transfert qui est 
inversement proportionnelle à la puissance 6 de la distance (Förster, 1948) rend le système 
très sensible à d’infimes variations de distance et a permis de suivre les changements 
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conformationnels intramoléculaires d’un protomère de récepteur de la parathormone 
(PTHR) en FRET (Vilardaga et al., 2003) et de la β-arrestine2 en BRET (Charest et al., 
2005).  
 
Utilisation du BRET dans la détection de dimères de RCPG  
Le transfert d’énergie par bioluminescence est un phénomène naturel observé chez 
les organismes marins « pensée de mer » Renilla Reniformis et la méduse Aequorea 
victoria. La bioluminescence qu’ils produisent a pour origine la dégradation oxydative de la 
coelentérazine en coelentéramide par l’enzyme luciférase qui libère de l’énergie et excite la 
protéine GFP de manière non-radiative, qui à son tour émet de la fluorescence à une 
longueur d’onde caractéristique (Xu et al., 1999) . Deux générations de BRET, BRET1 et 
BRET2, ont été largement utilisées pour étudier les interactions protéine – protéine (Pfleger 
and Eidne, 2005). La différence entre ces deux formes réside dans le substrat utilisé qui est 
la coelentérazine h (benzyl-coelentérazine) dans le cas du BRET1 et la 
bisdéoxycoelentérazine (deep blue C, coelentérazine 400a) dans le cas du BRET2. Il en 
résulte un spectre du donneur différent; l’émission de la Rénilla luciférase (RLuc) se situe 
autour 485nm en BRET1 et à 395nm environ pour le BRET2, ce qui influencera le choix de 












Tableau II : principaux variants de GFP utilisés comme accepteurs d’énergie en 
BRET 1 et BRET2. 
Variant de GFP Pic d’excitation Pic d’émission BRET 
Wt GFP 395nm 510nm BRET2 
EGFP 390nm 510nm BRET2 
GFP2 / GFP10 395nm 510nm BRET2 
YFP 485nm 530nm BRET1 
Venus 485nm 530nm BRET1 
 
La YFP (Yellow Fluorescent Protein) dont le pic d’excitation se situe à 485nm et le 
pic d’émission à 530nm est l’accepteur le plus couramment utilisé en BRET1. Le 
chevauchement des spectres d’émission  de la RLuc et de la YFP est assez important, ce qui 
génère un ratio bruit de fond / signal non négligeable qu’il est important de contrôler. 
(figure 8). Cet inconvénient peut être évité en utilisant les protéines fluorescentes modifiées 
GFP2 ou GFP10 en BRET2; le spectre d’émission de la luciférase qui est décalé vers le 
bleu par oxydation de la coelenterazine 400A est capable d’exciter ces fluorophores  qui 
émettent à 510nm, offrant une excellente résolution spectrale (Ramsay et al., 2002). 
Cependant, la coelenterazine 400A à un rendement quantique environ 100 fois inférieur à la 
coelenterazine h et décroît très rapidement (Hamdan et al., 2005). L’introduction de 
mutations dans la luciférase pour la rendre plus lumineuse a cependant permis de résoudre 
ce problème (Loening et al., 2006). Les RLuc2 et RLuc8, comportant respectivement 2 et 8 
mutations (tableau III), potentialisent la détection du signal en BRET2 et permettent de 
suivre les cinétiques d’interactions protéiques sur des périodes de temps équivalentes au 










 L’application du BRET nécessite de fusionner génétiquement le donneur et 
l’accepteur d’énergie aux protéines d’intérêt et de les exprimer dans un modèle cellulaire. 
L’ajout d’une courte séquence peptidique nommée « linker » permet de faire le lien entre la 
protéine d’intérêt et le rapporteur; l’importance de la longueur et composition en acides 
aminés de cette séquence sera discutée plus loin. En absence d’interaction des récepteurs, 
seul le pic d’émission du donneur (figure 8) sera détecté. La dimérisation des protéines 
pourra entraîner en revanche un rapprochement suffisant des partenaires de BRET pour 
permettre un transfert d’énergie entre eux, caractérisé par la détection du spectre d’émission 
de l’accepteur (ligne pleine orange en BRET1 et verte en BRET2) (figure 8). Le signal de 
BRET est calculé en faisant le ratio de l’émission de l’accepteur sur celle du donneur, ce 
qui permet de s’affranchir de nombreux problèmes de fluctuation dans le système tels que 





Figure 8 : Représentation des spectres de transfert d'énergie en BRET1 et BRET2 
La courbe en pointillé représente le spectre d’émission de la RLuc par oxydation de 
la coelentérazine h (gauche) et de la coelentérazine 400A (droite) et l’épaulement des 
courbes orange et verte correspond au transfert d’énergie en BRET1 et BRET2 
respectivement. (RLU : unités relatives de luminescence) 
 
La technique de BRET est utilisée pour la première fois en 1999 chez la 
cyanobactérie Synechococcus pour démontrer la dimérisation des protéines KaiB 
impliquées dans le rythme circadien (Xu et al., 1999). La première étude de dimérisation de 
RCPG en cellules vivantes est effectuée dans le même temps au laboratoire du Dr. Bouvier; 
la coexpression de récepteurs β2-adrénergiques fusionnés à la Rluc d’une part et à la GFP 
d’autre part démontrent un signal de BRET basal ainsi qu’une augmentation de ce signal 
lors de la stimulation par l’agoniste isoprotérénol. Le BRET basal est interprété comme une 
preuve de présence de dimères constitutifs du récepteur β2-AR, et l’augmentation de signal 
comme un accroissement du nombre de dimère ou un changement conformationnel  au sein 
du dimère (Angers et al., 2000). Depuis, plusieurs dizaines d’études en BRET 1 et BRET2 
ont pu démontrer la présence d’homodimères, mais aussi d’hétérodimères de RCPG; pour 
revue, voir (Pfleger and Eidne, 2005). Les courbes de titration du donneur d’énergie sur 
l’accepteur sont fréquemment utilisées dans ces études pour discriminer une interaction 
spécifique entre deux protéines d’une interaction aléatoire (Mercier et al., 2002). La mesure 
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du transfert d’énergie entre un protomère A-RLuc et une quantité croissante de 
protomère B-GFP résulte en une saturation du signal de BRET (BRET max) si A et B 
forment un dimère puisque tous les protomères A sont couplés avec un protomère B. Dans 
le cas contraire, les collisions aléatoires entre A et B donnent lieu à une droite non saturable 
(figure 9).   
 
 
Figure 9 : Courbe de titration entre deux protéines : spécificité 
L’interaction spécifique entre deux protéines fusionnées à la RLuc et à la GFP 
résulte en une saturation (courbe rouge) alors qu’une interaction aléatoire donne lieu à une 
droite non saturable (pointillés noirs). 
 
Utilisation du FRET dans la détection de dimères de RCPG  
La GFP d’Aequoria Victoria a été mutée de nombreuses fois pour générer des 
variants aux propriétés spectrales différentes. Les plus utilisés pour réaliser des études de 
FRET sont la CFP (cyan fluorescent protein) comme donneur et la YFP comme accepteur. 
La première utilisation de cette technique pour démontrer l’homodimérisation de RCPG, le 
facteur α Ste2 de la levure, est réalisée en même temps que pour le BRET (Overton and 
Blumer, 2000). Comme pour le BRET, de nombreuses études en FRET rapportent par la 
suite des évidences d’homo et hétérodimères de RCPG; pour revue, voir (Pfleger and 
Eidne, 2005). Un des avantages de l’application du  FRET est qu’elle n’est pas limitée à 
l’usage de protéines de fusion; les fluorophores peuvent être conjugués à des anticorps pour 




signal de FRET détecté provient de récepteurs situés à la surface cellulaire (Canals 
et al., 2004; Rocheville et al., 2000b). De plus, des anticorps polyclonaux spécifiques de 
certains RCPG sont disponibles et permettent la détection des récepteurs exprimés de 
manière endogène en combinaison avec des anticorps secondaires couplés aux fluorophores 
(Maurel et al., 2004). Dans le cas du FRET le donneur d’énergie doit être excité par une 
source lumineuse pour pouvoir transférer son énergie à l’accepteur, ce qui constitue un 
désavantage de cette technique car l’accepteur peut être coexcité, générant un bruit de fond 
interprétable comme du FRET. Le problème a été résolu par le développement du FRET en 
temps résolu qui utilise la propriété des lanthanides (chélates et cryptâtes de terre rare) tels 
que l’europium et le terbium qui ont une durée de fluorescence longue et permettent donc 
d’introduire un délai entre l’excitation du donneur et la détection de la fluorescence de 
l’accepteur (Maurel et al., 2004; McVey et al., 2001). 
 
Méthodes structurales. 
Contrairement aux récepteurs de classe C dont la structure cristallographique du 
domaine extracellulaire de mGlu1 a révélé un dimère (Kunishima et al., 2000), les seules 
évidences sur la structure quaternaire des classes A disponibles jusqu'à aujourd’hui 
provenaient d’une étude en microscopie à force atomique de la rhodopsine (Liang et al., 
2003). Les images obtenues sur des membranes natives de photorécepteurs de souris 
révèlent des rangées de rhodopsine disposées par paires qui ont été interprétées comme une 
preuve d’organisation de ces récepteurs en dimère ou oligomères d’ordre supérieur 
(Fotiadis et al., 2003). Cette conclusion a cependant été contestée en avançant que cette 
organisation serait due à un artéfact de préparation des échantillons de membranes en vue 
de l’étude en microscopie à force atomique (Chabre et al., 2003).  Mais une avancée 
majeure en faveur de la dimérisation des RCPG de classe A vient juste d’être franchie grâce 
à la résolution de la structure cristallographique du récepteur CXCR4 sous sa forme 
dimérique (Wu et al., 2010). Au total cinq cristaux du CXCR4 lié à deux antagonistes 
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différents révèlent un dimère dont l’interface serait constituée des segments 
transmembranaires V et VI; les détails de cette structure seront présentés dans le chapitre 
sur le récepteur CXCR4.  
 
Interface de dimérisation. 
Déterminer l’interface de dimérisation des RCPG a été un enjeu majeur dès les premières 
descriptions de leur assemblage en oligomères; en plus de fournir des arguments 
structuraux, la connaissance des surfaces de contact pourrait permettre d’inhiber la 
dimérisation et par conséquent d’en révéler la fonction. Chez les récepteurs de classe C, la 
résolution de la structure cristallographique des récepteurs mGlu1 a montré qu’un pont 
disulfure stabilisait les domaines extracellulaires du dimère (Kunishima et al., 2000); 
l’établissement de cette liaison covalente n’exclue pas que d’autres liaisons plus faibles 
interviennent pour stabiliser les domaines transmembranaires. Les VFT du récepteur 
GABAb sont aussi décrits comme des dimères importants pour la fonction du récepteur 
(Rondard et al., 2008). Cependant la première interface de contact décrite pour les GABAb 
est l’extrémité C-terminale où la sous-unité GABAb2 forme une structure en super-hélice 
(coiled-coil) autour de la sous-unité GABAb1 (White et al., 1998). Chez les récepteurs de 
classe A, le N-terminal est beaucoup plus court que celui des classes C et ne semble pas 
impliqué dans la dimérisation. Le C-terminal semble lui former une interface pour certains 
récepteurs tels que démontré pour le récepteur opioïde δ (Cvejic and Devi, 1997). Mais la 
surface de dimérisation majoritairement décrite pour les classe A se situerait au niveau des 
domaines transmembranaires. Dans la première étude de dimérisation du récepteur β2-AR 
en co-immunoprécipitation, les auteurs utilisent un peptide dérivé du domaine 
transmembranaire VI et démontrent qu’il  est capable d’inhiber par compétition non 
seulement la dimérisation mais aussi la production d’AMPc en réponse à l’agoniste (Hebert 
et al., 1996) . Le domaine transmembranaire IV a également été suggéré comme interface 
de dimérisation dans le cas des récepteurs dopamine D2 (Guo et al., 2005) et CCR5 




TMIV de CCR5 génère un récepteur non fonctionnel qui ne forme plus de dimère. 
Pour le récepteur D2, les auteurs déterminent plusieurs points de contact entre deux 
protomères situés sur l’hélice IV par pontage de cystéines et démontrent que la liaison d’un 
agoniste ou agoniste inverse influe de manière différente la création de liaisons entre les 
résidus substitués. Ceci appuie l’idée d’un changement conformationnel à l’interface des 
dimères mais aussi qu’un protomère serait potentiellement capable de modifier l’état 
d’activation du second protomère dans un complexe.  Les récepteurs du facteur α de la 
levure (Overton et al., 2003) et α1-AR (Carrillo et al., 2003) dimériseraient via le TMI. 
Dans le cas du  récepteur chimiokine CXCR4, ce sont des peptides dérivés des domaines 
transmembranaires II et IV qui semblent le mieux cibler l’interface de dimérisation 
(Percherancier et al., 2005) et permettent d’inhiber le réarrangement conformationnel entre 
les protomères induit par le ligand. La très récente résolution de la structure 
cristallographique du CXCR4 démontre quant à elle une surface de dimérisation impliquant 
majoritairement les TMV et TMVI (Wu et al., 2010). Cette apparente contradiction qui est  
observée pour plusieurs RCPG suggère notamment l’existence d’interfaces multiples de 
contact qui pourraient avoir une rationnelle dans la formation de  complexes d’ordre 
supérieur. La diversité des domaines TM impliqués révèle qu’il y une hétérogénéité au sein 
des RCPG dans la propension de certaines hélices transmembranaires à former des dimères; 
cette caractéristique pourrait en partie expliquer la spécificité d’interaction de certains 
protomères entre eux et l’exclusion d’autres. Elle peut cependant être le résultat de 
l’utilisation de différentes techniques. 
Dimérisation induite par le ligand.  
La multiplication des évidences en faveur de la dimérisation des RCPG a soulevé de 
multiples questions; parmi elles, la dynamique d’association – dissociation des protomères 
est l’une des plus débattue. Particulièrement, la modulation du transfert d’énergie observée 
entre certains dimères de RCPG de classe A après stimulation par l’agoniste a remis en 
cause l’idée que les dimères étaient des entités stables; en effet, si la dimérisation peut être 
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nécessaire à l’export des récepteurs hors du réticulum endoplasmique, il n’est pas exclu 
que leur état oligomérique soit modifié une fois qu’ils ont atteint la membrane plasmique. 
Trois scénarios sont possibles : dans le premier, le dimère est constitutif et la stimulation 
par le ligand ne change pas son état (Canals et al., 2003; Dinger et al., 2003). Dans le 
second, le dimère est constitutif et le ligand augmente (Ayoub et al., 2002; Kroeger et al., 
2001) ou diminue (Berglund et al., 2003; Cheng and Miller, 2001; Grant et al., 2004) l’état 
associé à la dimérisation. Enfin, dans un troisième cas, le dimère n’est détecté qu’en 
présence du ligand; l’activation serait donc absolument requise et entrainerait le 
rapprochement des protomères (Rocheville et al., 2000a; Yoshioka et al., 2002). En FRET 
ou en BRET, l’augmentation/diminution du signal a souvent été interprétée comme une 
variation du nombre de dimères formés/dissociés. Cependant, comme discuté plus haut, 
l’efficacité de transfert varie à l’inverse de la puissance 6 de la distance entre le donneur et  
l’accepteur; il se peut donc que des changements conformationnels subtils entre les 
protomères aient été interprétés comme des associations ou dissociations de protomères. 
Les courbes de titration (voir page 39) ont été utilisées comme outil pour différencier un 
changement conformationnel d’une augmentation du nombre dimères formés. En 
considérant que tous les protomères-A R-Luc sont en dimère à BRET max, une 
augmentation supplémentaire du signal suite au traitement par l’agoniste serait donc le 
résultat d’un changement de conformation entre les deux protomères. (Percherancier et al., 
2005). Une variation du BRET 50, considéré comme un indicatif de l’affinité relative, serait 
quant à elle une interprétée comme une  variation du nombre de dimères formés (figure 10).  
 





Concernant les évidences obtenues en immunobuvardage de type western ou en 
co-immunoprécipitation, la variation de poids moléculaire des bandes immunoréactives 
suite à un traitement par l’agoniste peut aussi être due à un changement de conformation 
qui modifie l’accessibilité des épitopes utilisés pour détecter les dimères. Egalement, les 
structures cristallographiques des dimères de CXCR4 (Wu et al., 2010) et des VFT de 
mGlu1 (Kunishima et al., 2000) démontrent clairement des changements de  conformation 
et des modifications à l’interface de contact lorsqu’ils sont liés à deux antagonistes 
différents (CXCR4) ou en liaison à l’agoniste par rapport à l’état libre (mGlu1). La 
microscopie de fluorescence par réflexion totale interne (TIRFM) permet de filmer et de 
suivre l’évolution d’une seule molécule à la surface cellulaire. Une étude récente montrait 
que le récepteur muscarinique M1 s’assemblait en dimère et se désassemblait de manière 
dynamique dans l’ordre de la seconde, avec une moyenne de 30% de dimères en tout temps 
(Hern et al., 2010) et indépendamment de la présence d’agoniste.  
Outre la nécessité d’effectuer des contrôles rigoureux, la divergence de ces résultats 
suggère que la régulation de l’état oligomérique des RCPG pourrait être différente d’un 
membre à l’autre; la propension à former des complexes de deux partenaires ou plus et d’en 
réguler la composition serait alors une propriété intrinsèque du récepteur dans son 
environnement cellulaire  non généralisable à l’ensemble des RCPG.  
Rôles de la dimérisation  
Si la dimérisation des RCPG a été sélectionnée et préservée au cours de l’évolution, c’est 
sans doute parce qu’elle apporte une dimension supplémentaire à la signalisation cellulaire. 
Cette partie de l’exposé présente les conséquences fonctionnelles de la dimérisation;  nous 
verrons que malgré la grande diversité de cette famille de récepteurs, l’apport majeur de la 
dimérisation pourrait être d’augmenter la versatilité et le finesse de l’information transmise 
par un messager à la cellule, particulièrement grâce à l’assemblage de deux RCPG 
différents par hétéro-oligomérisation. 
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Adressage à la membrane plasmique 
La dimérisation des RCPG a rapidement été proposée en tant que processus de 
contrôle de qualité au niveau du réticulum endoplasmique (RE) pour assurer que la  
fonctionnalité des protéines avant leur adressage à la membrane plasmique, comme dans le 
cas du récepteur GABAb (voir p33). L’assemblage en oligomère dès la synthèse dans le RE 
a depuis été établie pour de nombreux RCPG (Issafras et al., 2002; Terrillon et al., 2003) et 
l’homodimérisation comme prérequis pour l’adressage en membrane a pu être vérifié sur 
les RCPG de classe A. Par exemple, la mutation de domaines impliqués dans la 
dimérisation du récepteur β2-AR empêche son export du RE (Kobayashi et al., 2009; 
Salahpour et al., 2004).  
Pharmacologie d’un dimère 
Les preuves d’une nouvelle pharmacologie apportée par la dimérisation sont 
souvent difficiles à obtenir dans la mesure où une expérience quantitativement rigoureuse 
nécessiterait de connaître le ratio des homodimères et des hétérodimères formés par 
chacunes des parties. Des études menées sur les récepteurs opioïdes κ et δ (KOR et DOR) 
démontrent  que cet hétérodimère présente une faible affinité pour les ligands individuels 
de chacun des protomères (U69593 et DPDPE respectivement ) mais qu’il les lie avec une 
haute affinité lors d’une costimulation, démontrant un phénomène de coopérativité positive 
(Jordan and Devi, 1999). S’il n’est pas facile de démontrer que cette coopérativité provient 
de l’interaction physique directe des deux récepteurs et non d’un phénomène de 
signalisation croisée impliquant d’autres protéines, la démonstration du même phénomène 
sur d’autres RCPG contribue à privilégier cette hypothèse (Maggio et al., 1999; Rocheville 
et al., 2000a). Des phénomènes de coopérativité négative ont aussi été observés entre les 
dimères CXCR4 et CCR2 (Sohy et al., 2007), et CCR2 avec CCR5 et seront abordées dans 





Couplage d’un dimère de RCPG aux protéines G 
À partir du modèle initial dans lequel un seul récepteur interagissait avec une 
protéine G pour activer un effecteur, l’assemblage des RCPG en dimère apporte de 
nouvelles dimensions à la signalisation: l’augmenter, la diminuer, ou la complexifier en 
permettant d’activer une nouvelle voie. 
La dimérisation peut en premier lieu permettre un couplage qui n’était pas possible 
dans la forme monomérique. C’est le cas du récepteur GABAb, où la sous-unité Gb1 qui 
peut lier le ligand nécessite la sous-unité Gb2 pour coupler la protéine Gαi et inhiber 
l’activité de l’adénylate cyclase. Les récepteurs CCR2 et CCR5 qui sont tous deux couplés 
à Gαi sont capables de générer une libération de calcium intracellulaire résistante à la PTX 
lorsqu’ils sont co-exprimés; cette nouvelle réponse serait due à la capacité de 
l’hétérodimère à coupler la protéine Gα11 (Mellado et al., 2001). Ce phénomène ne se 
limite pas au couplage des protéines G; une autre étude rapporte par exemple que 
l’hétérodimérisation des récepteurs opioïdes μOR et δOR conduit à un recrutement 
constitutif de la β-arrestine2 avec pour conséquence une modification de la régulation des 
protéines kinases ERK1/2 (Rozenfeld and Devi, 2007). Les récepteurs dopamine D1 et D2 
sont capable de former un hétérodimère (So et al., 2005) qui stimule les voies calciques 
dépendantes de la PLC alors qu’ils sont individuellement associés respectivement à une 
stimulation et une inhibition de l’activité de l’adénylate cyclase (Lee et al., 2004).  
La potentialisation d’une voie de signalisation comme conséquence de 
l’hétérodimérisation a également été rapporté dans de nombreuses études. Ainsi il a été 
démontré que le récepteur PAR3 activé par des protéases  augmentait la réponse de PAR1 
élicitée par la thrombine dans les cellules endothéliales. PAR3 fonctionnerait comme un 
modulateur allostérique essentiel de la signalisation de PAR1 grâce à l’hétérodimérisation 
qui permettrait le couplage à la voie Gα13 (McLaughlin et al., 2007). Également, le peptide 
Orexine A entraine une phosphorylation 100 fois plus importante des MAPK ERK1/2 
lorsque son récepteur orexine 1 forme un hétérodimère avec le récepteur cannabinoïde CB1; 
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cet effet est bloqué par l’agoniste inverse/antagoniste de CB1, le Rimonaban (Hilairet et 
al., 2003). Dans le cas des récepteurs κOR / δOR dont il était question dans la section 
précédente, les auteurs démontrent aussi une synergie de l’activation des protéines MAPK 
par l’hétérodimère lors d’une costimulation par les deux agonistes (Jordan and Devi, 1999).  
De nombreuses études rapportent des cas signalisation favorisée par hétérodimérisation 
(AbdAlla et al., 2000; Gonzalez-Maeso et al., 2008; Rocheville et al., 2000a) et pour revue 
voir : (Angers et al., 2002; Terrillon and Bouvier, 2004) 
Dans d’autres cas enfin, l’hétérodimérisation a pour effet d’atténuer la signalisation 
qui est normalement engendrée lorsque les protomères sont exprimés individuellement. 
Dans une expérience menée sur des fibroblastes qui expriment les récepteurs à la dopamine 
D1 et à l’adénosine A1, la production d’AMPc par D1 est atténuée par un pré traitement des 
cellules avec les deux agonistes adénosine R-PIA et dopamine SKF-38393 alors que le pré 
traitement avec un seul des deux ligands n’a pas d’effet. L’hétérodimérisation serait alors 
un pré requis à la désensibilisation de la voie Gs (Gines et al., 2000). L’inhibition de la 
signalisation d’un protomère par hétérodimérisation a également été l’objet de nombreuses 
autres études (AbdAlla et al., 2000; George et al., 2000; Nijmeijer et al., 2010; Pfeiffer et 
al., 2001; Sohy et al., 2007) 
Au regard de ces exemples, il paraît évident que l’état oligomérique des RCPG 
influence de multiples façons leur signalisation. En particulier, le couplage des protéines G 
à un dimère de récepteur génère de nombreuses investigations car la base moléculaire de 
cette interaction est encore largement méconnue. L’article 1 présenté dans cette thèse 
adresse la question de l’engagement d’une protéine G par un dimère de récepteur et du rôle 
de chaque récepteur dans l’engagement lorsque un seul des récepteurs est activé. 
Bases moléculaires du couplage d’une protéine G à un dimère de récepteur 
Cette partie de l’exposé à pour but de présenter les connaissances actuelles sur la 
stœchiométrie d’interaction des RCPG avec les protéines G et les mécanismes de couplage 




Plusieurs études de mutagénèse dirigée ainsi que la résolution de structures 
cristallographiques ont montrées que les protéines G hétérotrimériques formaient de 
multiples points de contact avec le récepteur (Hamm, 2001) (voir page 18). L’équipe du Dr. 
Palczewski qui a cristallisé la rhodopsine bovine montre dans une simulation que la surface 
de contact d’un seul récepteur ne serait pas suffisante pour accommoder tous ces contacts 
(Filipek et al., 2004). Les tailles relatives de la rhodopsine et de la transducine Gαt 
hétérotrimerique suggèrent en effet un ratio 2 :1 qui diffère de la stœchiométrie 
« conventionnelle » 1 :1.  Un dimère de récepteurs  β2-AR avec un hétérotrimère Gαi1-β1-
γ2 sont représentés  dans la figure 11 pour illustrer ces propos. 
 
 
Figure 11 : Modèle d'interaction d'un dimère de récepteur  β2-AR avec une protéine G 
hétérotrimérique. 
Réalisé à l’aide du logiciel PyMol et des pdb 2RH1 (β2-AR) et 1GG2 (Gαi1/β1/γ2) 
 
Cette stœchiométrie 2 :1 a été confirmée expérimentalement avec le récepteur de la 
leukotriène B4 nommé BLT1, qui est un récepteur de classe A. Dans cette étude, l’auteur 
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montre grâce à une méthode de pontage de cystéines suivie d’analyses en 
chromatographie d’exclusion, spectrométrie de masse et de dispersion neutronique, que le 
récepteur BLT1 est un dimère qui interagit avec une seule protéine G hétérotrimerique pour 
former un complexe pentamérique  (BLT1.LTB4)2 :Gαi2β1γ2 (Baneres and Parello, 2003). 
Ces travaux démontrent également que la dimérisation de BLT1 est dépendante de la 
liaison du ligand LTB4 et qu’elle est nécessaire à l’interaction avec les protéines G. 
L’inhibition de formation du dimère (BLT1.LTB4)2 par traitement avec un peptide dérivé 
du domaine transmembranaire VI empêche la liaison de la protéine G au récepteur, 
indiquant que le dimère serait nécessaire à la formation d’un complexe pentamérique.  
 
Asymétrie d’activation de la protéine G par un dimère de récepteur. 
Lorsqu’on assume une stœchiométrie 2: 1 se pose la question du rôle de chacun des 
protomères dans l’activation de la protéine G. Le modèle du récepteur GABAb montre que 
la mutation des boucles intracellulaires i2 et i3 du domaine hepta-hélical (DH) de la sous-
unité GABAb1 qui est capable de lier le GABA n’altère pas l’activation de la protéine G, 
alors que les mêmes mutations sur la sous-unité GABAb2 suppriment le couplage (Duthey 
et al., 2002; Robbins et al., 2001). De plus, il a été démontré d’une part que si le DH de 
GABAb2 était suffisant pour l’activation de la protéine G (Binet et al., 2004), le DH de 
GABAb1 augmentait l’efficacité de couplage du dimère, et d’autre part que le VFT de 
GABAb2 augmentait l’affinité de liaison du VFT de GABAb1(Galvez et al., 2001). Ces 
travaux  mettent donc en lumière une activation asymétrique en trans du récepteur GABAb 
mais aussi de multiples interactions allostériques entre les deux sous-unités démontrant 
l’importance des deux protomères dans le processus d’activation des protéines G. L’équipe 
du Dr. Pin a également démontré que le blocage d’un seul DH du récepteur mGlu par un 
agoniste inverse ne diminuait pas du tout l’activité du dimère (Hlavackova et al., 2005). De 
plus, cette activation asymétrique a pu être confirmée par l’observation que la liaison d’un 
seul modulateur allostérique positif (PAM) par dimère de récepteur mGlu était suffisante à 




L’étude du récepteur LTB1 a quant à elle été utilisée comme modèle pour 
connaître la géométrie d’activation des dimères de classe A. En mesurant la fluorescence 
dans un seul protomère à la fois du dimère BLT1 marqué au 5-hydroxy-tryptophane, 
l’équipe du Dr. Banères a montré que la liaison d’un seul protomère par le ligand suffit à 
activer pleinement la protéine G, et que la conformation des deux protomères est différente 
même si ils sont tous les deux liés par le ligand (Damian et al., 2006); L’asymétrie serait 
causée par la protéine G qui ne peut lier que’un protomère dans le dimère. Les auteurs 
concluent donc que l’activation de ce dimère est asymétrique, et que la différence de 
changement conformationnel dans les deux protomères est due aux protéines G.  En effet, 
en absence de protéines G, des travaux antérieurs sur le même système montraient que les 
deux protomères pouvaient atteindre un état actif qui se caractérisait par un états 
conformationnel similaire (Mesnier and Baneres, 2004). Pour savoir si l’état 
conformationnel du protomère non lié correspond à un état actif, c’est à dire capable de 
promouvoir l’échange GDP-GTP de la protéine G, ils utilisent dans une dernière étude un 
hétérodimère purifié BLT1 avec une chimère ALXR. Cette dernière est composée d’un 
récepteur BLT1 dont la boucle e3, le TMVII et le C-terminal ont été remplacés par les 
régions correspondantes de ALXR; elle ne peut plus être activée par le leukotriène B4 mais 
l’est toujours par les agonistes ALXR (Chiang et al., 2000), permettant de cibler 
sélectivement un seul protomère de l’hétérodimère (Damian et al., 2008). Dans cet 
hétérodimère, la liaison de l’agoniste à un des deux protomères induit un changement de 
conformation asymétrique comme noté précédemment; cependant il s’avère que le 
protomère lié par son agoniste n’est pas capable d’activer les protéines G si sa boucle 
intracellulaire i3 est mutée, suggérant qu’il n’y a pas de phénomène de trans activation dans 
ce dimère (Damian et al., 2008). L’état conformationnel du protomère non lié n’est donc 
pas un état actif en terme d’activation de la protéine G. Il existe cependant un biais dans 
cette conclusion qui sera abordé dans la partie discussion. De plus, si le second protomère 
n’est pas dans un état actif vis-à-vis de la protéine G étudiée, il peut l’être pour d’autres 
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protéines G ou d’autres voies de signalisation; cet aspect sera approfondi dans les parties 
résultat et discussion également.  
Un mécanisme d’activation asymétrique a également été rapportée concernant le 
dimère de récepteur dopaminergique D2 (Han et al., 2009). L’auteur montre que si la liaison 
de l’agoniste à un seul protomère active pleinement la protéine G, l’altération du second 
protomère par différentes mutations peut moduler profondément voir inhiber cette 
activation. Ceci a également pu être observé dans l’hétéro-oligomère CXCR4-CCR2; il sera 
abordé dans les parties résultats et discussion. De manière intéressante, les résultats 
montrent que la liaison d’un agoniste sur le « second » protomère diminue l’activation de la 
protéine G par le « premier » protomère, alors que la liaison d’un agoniste inverse la 
potentialise; la conformation du protomère non lié serait donc cruciale dans ce dimère pour 
assurer l’activation optimale.  
 
Activation d’une protéine G par un RCPG monomérique 
En apparente opposition avec ces travaux, plusieurs études ont pu démontrer que  
l’état monomérique d’un RCPG était suffisant pour activer une protéine G, mais aussi que 
le dimère altérait l’activation. C’est le cas du récepteur à la neurotensine NTS1 (White et 
al., 2007), de la rhodopsine (Bayburt et al., 2007; Ernst et al., 2007), adrénergique β2-AR 
(Whorton et al., 2007), et aux leukotriène LTB2 (Arcemisbehere et al., 2010). De manière 
générale, les auteurs utilisent des systèmes dans lesquels ils peuvent contrôler l’état 
oligomérique des récepteurs purifiés testés (micelles, bicouches de phospholipides) et 
comparent alors l’activation des protéines G par les préparations de monomères par rapport 
à celles de dimères. Si un monomère de RCPG peut activer une protéine G comme le 
montrent incontestablement ces études, la fonction de la dimérisation n’en resterait pas 
moins, tel que l’illustre ce chapitre, un moyen de moduler cette activation pour apporter une 





Internalisation d’un dimère de RCPG 
L’internalisation des RCPG suite à leur activation (voir page 23) est elle aussi 
affectée par l’état oligomérique des récepteurs. En effet si un dimère est en interaction 
stable, on peut s’attendre à ce que l’internalisation de l’un des protomères suite à son 
activation provoque l’internalisation de l’autre. Concernant un hétérodimère, ce phénomène 
pourrait avoir des retombées majeures en pharmacologie puisque il serait alors possible 
d’inhiber la signalisation d’un récepteur en stimulant son internalisation grâce à un autre 
récepteur. Ainsi dans des cellules exprimant l’hétérodimère α2-AR/β1-AR, la stimulation 
du récepteur α2-AR par son ligand UK 14034 engendre la co-internalisation des récepteurs 
alors que UK n’a aucun effet sur les cellules exprimant seulement le β1-AR (Xu et al., 
2003a). La même observation est faite pour les récepteurs α1a-AR et α1b-AR (Stanasila et 
al., 2003). L’hétérodimérisation peut aussi permettre l’internalisation d’un récepteur qui ne 
l’est pas lorsqu’il est exprimé seul, en homodimère. C’est le cas par exemple du récepteur à 
la somatostatine SSTR1 qui n’est internalisé suite à la liaison de son ligand SCH288 que 
s’il est en hétérodimère avec le récepteur SSTR5 (Rocheville et al., 2000b). La co 
internalisation de récepteurs appartenant à des sous-groupes différents a pu être démontrée 
également; le récepteur opioïde δ-OR, lorsqu’il est exprimé avec le récepteur β2-AR, est 
internalisé en réponse à l’agoniste adrénergique isoprotérénol. Dans ces mêmes cellules, le 
récepteur β2-AR est internalisé suite à la stimulation du δ-OR par l’étorphine (Jordan et al., 
2001). De manière intéressante, les auteurs observent aussi dans cette étude un effet 
dominant négatif sur l’internalisation; lorsque le récepteur β2-AR est coexprimée avec κ-
OR, la stimulation d’aucun des deux protomères n’est capable d’entrainer l’endocytose. Cet 
effet « inversé » qui est également une preuve d’hétérodimérisation a aussi été observé pour 
les récepteurs β1AR/β2AR (Lavoie et al., 2002). L’explication du mécanisme impliqué 
dans l’internalisation croisée a pu être approfondie pour l’hétérodimère composé du 
récepteur somatostatine SST2A /  opioïde μOR (Pfeiffer et al., 2002); dans cette étude il est 
montré que le récepteur μOR est internalisé suite à la stimulation du SST2A lorsqu’ils sont 
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en hétérodimère. L’auteur démontre  qu’il y a une phosphorylation croisée de μOR 
élicitée par l’activation de SST2A mais aussi une désensibilisation croisée des voies de 
l’adénylate cyclase et des MAPK ERK1/2 qui pourraient s’expliquer par le schéma classique 
de recrutement des GRK et  de la β-arrestine. Le phénomène de désensibilisation croisée a 
aussi été rapporté pour l’hétérodimère des récepteurs adénosine A2A et dopamine D2 
(Hillion et al., 2002). Enfin, une étude de l’équipe du Dr. Bouvier démontre que dans 
l’hétérodimère de récepteurs vasopressine V1a/V2, la stimulation par un agoniste non 
sélectif entraine une internalisation du dimère caractéristique des RCPG de classe B 
(interaction stable avec la β-arrestine sans recyclage  la membrane plasmique) alors  qu’un 
agoniste sélectif V1a montre un schéma d’endocytose de type A (interaction faible avec la 
β-arrestine et recyclage  la membrane plasmique). La cointernalisation  observée en 
présence d’un mutant du V2 qui internalise de manière constitutive démontre de plus que 
l’activation d’un seul protomère est suffisante à promouvoir l’endocytose (Terrillon et al., 
2004). Comme pour les protéines G, une stœchiométrie d’interaction 1 :1 entre l’arrestine 
visuelle et la rhodopsine a aussi été démontrée in vivo et in vitro (Hanson et al., 2007), 
mettant en avant la nécessité de clarifier la base moléculaire de cette interaction. 
Réalité physiologique des dimères de RCPG 
La plupart des études menées sur la dimérisation des RCPG sont faites sur des 
systèmes hétérologues qui impliquent l’expression « artificielle » des récepteurs. Il paraît 
donc nécessaire au préalable de s’assurer que les deux récepteurs étudiés sont co exprimés 
dans un type cellulaire. De plus, si il a été montré dans de nombreux travaux que la 
stimulation d’un RCPG pouvait moduler l’activité d’un autre, il faut arriver à exclure les 
possibilités de signalisation croisée intracellulaires qui ne signifie pas l’association 
physique des deux récepteurs en hétérodimère. L’implication directe de la dimérisation a 
cependant pu être démontrée pour certaines pathologies telles que la schizophrénie. 
L’interaction des récepteurs au glutamate mGluR2 et sérotonine 5HT2A par leur domaine 
transmembranaire IV et V module l’activation des protéines G en réponse aux 




spécifique des hallucinogènes médiée par 5HT2A – celle qui est impliquée dans la 
schizophrénie - ainsi que la réponse comportementale. Or cette étude rapporte que les 
cerveaux humains post-mortem de sujets schizophrènes non traités présentent une 
régulation à la hausse des récepteurs 5HT2A et à la baisse des mGluR2 (Gonzalez-Maeso et 
al., 2008). D’autres études in vivo permettent de penser que certains dimères seront de bons 
candidats thérapeutiques; c’est le cas par exemple des dimères de récepteurs cannabinoïde 
CB1/adénosine A2 pour les effets moteurs induits par les cannabinoïde sur le striatum 
(Carriba et al., 2007). Une des preuves les plus convaincantes de la fonctionnalité 
physiologique des dimères de RCPG est rapportée dans une étude de complémentation 
fonctionnelle du récepteur de l’hormone lutéinisante LH chez la souris (Rivero-Muller et 
al., 2010). Une souris totalement déficiente en récepteur à la LH (KO LH-R) est générée et 
utilisée comme base de l’étude; elle présente un phénotype d’hypogonadisme et de stérilité. 
Deux lignées transgéniques exprimant un récepteur LH soit ne pouvant lier l’hormone, soit 
totalement déficient dans la transduction du signal, sont établies à partir des souris KO LH-
R. Chacune des lignées présente le même phénotype d’hypogonadisme et de stérilité que le 
KO LH-R. L’expérience clé est la production d’une troisième lignée transgénique 
exprimant les deux récepteurs mutants dans laquelle la gamétogénèse et la fertilité sont 
rétablies à un niveau quasi-similaire aux souris sauvages.  
 
Organisation des RCPG en complexes d’ordre supérieurs 
La grande densité de récepteurs dans certaines zones subcellulaires comme les 
récepteurs au GABAb dans la synapse, les profils de coopérativité entre récepteurs, mais 
aussi la versatilité et la multiplicité des interfaces de contact entre les RCPG, sont autant de 





La première étude qui suggère l’existence d’oligomères d’ordre supérieur démontre 
par immunoprécipitation que les récepteurs à la dopamine D3 provenant de cerveaux de 
primates et de rongeurs donne des bandes immunoréactives à des poids moléculaires 
correspondant à des monomères (50kDa), mais aussi à des dimères et tétramères 
(supérieures à 180 kDa) (Nimchinsky et al., 1997). Quelques années plus tard, l’analyse des 
résultats de liaison de ligand du récepteur muscarinique M2 rapporte que ce récepteur 
comprendrait au moins quatre sites d’interactions, vraisemblablement dans un tétramère, où 
le ligand agirait de manière coopérative (Park et al., 2002). L’évidence la plus concrète de 
l’organisation des RCPG en oligomères d’ordre supérieur vient de l’étude du Dr. 
Palczewski utilisant la microscopie a force atomique sur des disques de membrane venant 
du segment externe des cellules en bâtonnets de la rétine; les images démontrent que les 
molécules de rhodopsine sont arrangées en colonnes ordonnées de dimères  (Liang et al., 
2003) . Par analyse des dimensions du paracristal de rhodopsine et de l’aire des surfaces de 
contact, les auteurs proposent que le contact intra-dimère (symétrique) se fasse par les 
TMIV et TMV. Dans leur modèle, la plupart des contacts entre les dimères adjacents dans 
chaque colonne impliquent la boucle intracellulaire entre les TMV et VI d’un monomère 
avec la boucle intracellulaire entre les TMI et TMII et le C-terminal de l’autre monomère. 
Les résidus hydrophobes du TMI proche du coté extracellulaire forment l’interaction entre 
les colonnes de dimères (figure 12). De manière intéressante, une étude publiée au même 
moment sur le récepteur au complément C5a utilisant la méthode de pontage  de cystéines 
démontre une interface symétrique pour le dimère C5a impliquant les TMIV mais aussi les 
TMI et TMII. Comme il était difficile d’intégrer ces deux pontages symétriques dans un 
modèle de dimère, les auteurs proposent comme explication la plus vraisemblable que les 







    
 
Figure 12 : Représentation schématique des interactions entre les protomères de 
rhodopsine arragés en colonnes de dimères. 
 
Méthodes de transfert d’énergie : FRET séquentiel 
Le développement des technologies de transfert d’énergie et la création de multiples 
variants de protéines fluorescentes ont permis la mise au point de protocoles qui allaient 
rendre possible la détection de plusieurs protéines simultanément en cellules vivantes. 
L’équipe du Dr. Milligan tire parti en 2007 de 3 variants de la GFP (CFP,YFP, et DsRed2) 
et des connaissances sur les interfaces de dimérisation du récepteur adrénergique α1b-AR 
(Carrillo et al., 2004) pour démontrer que ce récepteur forme des oligomères d’ordre 
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supérieur (Lopez-Gimenez et al., 2007). En utilisant une méthode de FRET séquentiel 
(figure 13) et des mutations de résidus hydrophobes sur les domaines TM il prouve que 
trois molécules de récepteurs α1b-AR au moins s’assemblent en trimère dès leur synthèse 
dans le RE et que l’intégrité des TMI et IV formant l’interface d’interaction des récepteurs 
est une condition à leur adressage en membrane. Comme pour la dimérisation, l’assemblage 
oligomérique par l’intermédiaire de plusieurs surfaces de contact aurait donc une 
importance dans la maturation et l’export des RCPG hors du RE. 
 
Figure 13 : FRET séquentiel entre 3 variants de la GFP 
Essais de complémentation de protéines (PCA) 
Une avancée majeure a été de parvenir à détecter l’association de  protéines 
dimériques grâce à la technique de complémentation bimoléculaire d’un fluorophore 
(BiFC) (Hu et al., 2002) ou d’une enzyme bioluminescente (BiLC) regroupé sous le terme 
de PCA pour essai de complémentation de protéine (Paulmurugan et al., 2002). Les PCA 
permettront en effet, combinés aux méthodes de transfert d’énergie, de mesurer des 
interactions entre trois partenaires au moins. Dans un essai PCA « simple », deux 
hémifragments d’un fluorophore tel que la GFP ou d’une enzyme luciférase fusionnées 
génétiquement à deux protéines vont être reconstitués et émettre un signal grâce au 





Figure 14 : Schéma de fonctionnement des essais de complémentation de protéine  
 
Comme elle est basée sur la formation d’un complexe fluorescent à partir de 
constituants non fluorescents, la BiFC est une méthode très sensible qui a suscité beaucoup 
d’intérêt; elle a donc été utilisée dans de nombreux organismes (Kerppola, 2006) et la 
troncation de plusieurs variants de la GFP en différents sites ont été générés (tableau IV). 
 
Tableau IV : Les différents variants de GFP qui ont été utilisés en essais BiFc pour l’étude 
d’interactions protéine – protéine, et leur site de troncation.  
Protéine Position de coupure Référence 
GFP 157-158 (Ghosh et al., 2000) 
YFP/Citrine/Venus 154-155 
172-173 
(Hu et al., 2002) 
(Shyu et al., 2006) 
CFP/Cerulean 154-155 
 172-173 
(Hu et al., 2002) 
(Shyu et al., 2006) 
Venus/Cerulean 154-155 
172-173 
(Shyu et al., 2006) 
(Hu and Kerppola, 2003)
mRFP1-Q66T 154-155 
 168-169 
(Jach et al., 2006) 




Les différents variants de GFP tronqués ont été utilisés dans un premier temps pour 
détecter de multiples interactions protéine - protéine par un essai dit de « BiFC 
multicolore ». Une protéine A fusionnée au fragment C-terminal d’une GFP (cerulean : CC) 
peut interagir avec la protéine B  ou C fusionnée respectivement  avec le N-terminal de la 
même GFP (cerulean : CN) ou celui d’un autre variant (venus :VN). L’interaction des 
protéines AB donnera une couleur décalée vers le vert alors que l’association AC 
reconstituera la protéine fluorescente jaune (Kerppola, 2006). Ce procédé qui a par exemple 
permis la détection simultanée des homodimères adénosine A2A et des hétérodimères 
A2A/dopamine D2 (Vidi et al., 2008) n’autorise cependant pas de contrôler la composition 
de complexes composés de plus de 2 protéines. Mais la troncation d’un fluorophore en tant 
que rapporteur de la dimérisation allait  aussi offrir l’opportunité de combiner la BiFC avec 
les méthodes de transfert d’énergie (RET) pour détecter l’interaction directe de 3 protéines 
au moins. En combinant les essais de BRET et de BiFC, l’équipe du Dr. Bouvier démontre 
que le récepteur du peptide relié au gène de la calcitonine (CGRP) doit être composé d’un 
dimère de récepteurs CRLR et d’une protéine modifiant l’activité des récepteurs à 1 
domaine transmembranaire (RAMP1) pour atteindre la surface cellulaire et être actif 
(figure15)(Heroux et al., 2007). La puissance de la combinaison des deux méthodes permet 
à l’auteure de démontrer en BiFC que les homodimères de CRLR et de RAMP1 sont 
retenus dans le RE alors que l’hétéromultimère (CRLR)2-RAMP1 détecté en BRET est 
localisé à la membrane plasmique. Peu de temps plus tard une étude sur le récepteur 
adénosine A2A utilisant la même méthode de BRET-BiFC démontre que ce récepteur forme 
un trimère au moins (Gandia et al., 2008). De la même manière, la BiFC a pu être combinée 
au FRET (Shyu et al., 2008); dans ce cas il est possible de déterminer la localisation sub 






Figure 15 : Combinaison des méthodes de BRET et BiFC 
 Transfert d’énergie entre RAMP1-RLuc et un dimère CRLR-YFP1 / CRLR-YFP2 
(Y1 et Y2) 
 
En prenant en compte l’assemblage en homodimère et en hétérodimère des RCPG, 
la formation de complexes tétramériques (dimères de dimères) plutôt que trimériques était 
attendue, et allait de pair avec les tentatives de combiner BiLC et BiFC en FRET et en 
BRET. À ce jour le BRET seulement a pu être combiné à une double approche de PCA. La 
preuve de concept est donnée par l’équipe du Dr. Hébert qui parvient à détecter un 
tétramère de récepteurs adrénergiques β2-AR grâce au BiLC de Gaussia Princeps GLuc 
(tableau V) en tant que donneur d’énergie et un et une BiLC YFP comme accepteur (Rebois 
et al., 2008). Cependant, si les versions tronquées sauvages des luciférases donnaient de 
très bon résultats pour détecter des dimères de protéines (Paulmurugan et al., 2004) ou 
générer des biosenseurs (Stefan et al., 2007), leur utilisation se limitait à la détection de la 
reconstitution des fragments par émission de luminescence. Le BiLC luciférase n’était 
cependant assez efficace en tant que donneur d’énergie en BRET et il a donc fallu attendre 
que les luciférases tronquées portent certaines mutations qui ont amélioré leur rendement 






Tableau V : Les différentes luciférases qui ont été tronquées et leur site de coupure. 





RLuc 110-111 Ch/485 (Stefan et al., 2007) 
RLuc 229-230 Ch/485 (Paulmurugan et al., 2004) 
GLuc 93-94 Ch/480 (Remy and Michnick, 2006) 
RLuc8 229-230 Ch/485 (Guo et al., 2008) 
RLuc2 110-111 Ch/485 (Martel et al., 2010) 
 
La BiLC RLuc8 qui fut générée dans le même temps que la BiLC RLuc2 dans notre 
laboratoire (tableau V) a permis à l’équipe du Dr. Javitch de démontrer un transfert 
d’énergie robuste en BRET-PCA entre 4 protomères de récepteurs dopaminergiques D2 
(Guo et al., 2008). Dans cette étude les résultats obtenus par l’approche BRET BiLC BiFC 
sont supportés par la modélisation des deux interfaces d’interaction et confirmés par 
pontage de cystéines entre les TM. Dans un premier temps l’auteur établit la titration du 
dimère D2-venus1/D2-venus2 sur le dimère D2-Luc1/D2-Luc2 et démontre une saturation 
dans ces conditions, preuve de la spécificité d’interaction des 4 partenaires. En revanche 
aucun effet du ligand n’est observé sur les tétramères pour démontrer la dynamique de leur 
interaction. Nous verrons dans l’article 1 et dans la partie discussion que la modulation de 
l’interaction entre les protomères peut également être prise comme une preuve de 
spécificité d’interaction entre les récepteurs. Concernant les expériences en pontage de 
cystéine, la même équipe avait précédemment identifié le TMIV comme interface 
symétrique de dimérisation du récepteur D2R (Guo et al., 2005); elle confirme ce résultat 
ici et parvient en plus à identifier un groupe de résidus du TMI comme seconde  interface 




récepteurs de la rhodopsine (Palczewski et al., 2000) et du récepteur β2-AR 
(Cherezov et al., 2007), l’auteur confirme à partir de la position de  ces segments qu’ils ne 
peuvent contribuer à la même interface dimérique et que le récepteur D2 doit être organisé 
en tétramères à la membranes des cellules intactes. Ces oligomères de récepteurs D2, 
comme les oligomères adrénergiques α1b seraient organisés en « chaine » avec une 
succession d’interactions TMI – TMIV. Par extrapolation, le schéma de plusieurs chaines 
parallèles s’assimilerait à l’organisation paracristalline de la rhodopsine visualisée en 
microscopie à force atomique. 
En utilisant le FRET en temps résolu et la technologie  SNAP-tag pour marquer les 
sous-unités de leur récepteur, l’équipe du Dr. Pin a démontré que deux hétérodimères  
GABAb1/GABAb2 pouvaient s’assembler pour former des dimères d’hétérodimères (Maurel 
et al., 2008). Cette méthode consiste à fusionner sur le N-terminal du récepteur l’enzyme 
modifiée O6-alkylguanine-DNA alkyltransferase (AGT) qui va catalyser le transfert du 
groupement benzyl du O6-benzyl guanine fusionnée à un fluorophore pour marquer 
irréversiblement la protéine d’intérêt (Keppler et al., 2003). Cette technique présente les 
avantages majeurs d’effectuer des marquages avec des rapporteurs dont le poids 
moléculaires est environ 7 fois inférieur à ceux utilisant des anticorps et pouvant se faire  
exclusivement à la membrane plasmique. Elle permet donc de s’assurer que les signaux de 
FRET entre deux protéines ne sont pas facilités par un rapprochement des fluorophores dû à 
la taille des anticorps, et qu’ils ne proviennent pas d’une agrégation dans le RE. La stratégie 
permettant de démontrer l’oligomérisation de GABAb a été de regarder si un transfert 
d’énergie était possible entre deux sous-unités GABAb1 ou deux sous-unités GABAb2 qui 
aurait lieu entre deux hétérodimères Gb1/Gb2. Les auteurs enregistrent un  FRET entre les 
sous-unités Gb1 alors que les sous-unités Gb2 semblent être trop distantes; deux 
hétérodimères Gb1/Gb2 seraient donc capables d’interagir entre eux via Gb1. Il est important 
de noter que cette étude est la seule à ce jour à révéler une fonction pour la formation de 
tétramères, qui serait la régulation de l’activité des protéines G. Les résultats présentés dans 
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l’article 1 viennent apporter de nouveaux éléments sur l’engagement de la protéine Gαi 
et de la β-arrestine2 par un hétérocomplexe CXCR4-CCR2.   
Choix du modèle d’étude  
Le premier et principal article présenté utilise les récepteurs aux chimiokines 
CXCR4 et CCR2 comme modèle pour démontrer la formation de tétramères et étudier les 
mécanismes d’interaction de ces complexes avec leurs effecteurs. L’hypothèse que 
l’association de ces récepteurs pouvait impliquer plus de deux protomères s’appuie 
majoritairement sur l’étude où Percherancier et al. démontrent que CXCR4 et CCR2 
pouvaient former des homodimères,  mais aussi des hétérodimères entre eux (Percherancier 
et al., 2005). Il était donc envisageable que l’hétérodimère soit en fait l’interaction d’un 
dimère de CXCR4 avec un dimère de CCR2. L’inhibition trans allostérique de liaison de 
ligand observée dans cet hétérodimère (Sohy et al., 2007) et la modulation du changement 
conformationnel d’un protomère par activation de l’autre révélaient une communication 
entre ces deux partenaires qui offrait alors l’opportunité d’étudier une interaction 
dynamique entre deux dimères.  
 
Modèle d’étude: les récepteurs de chimiokines CXCR4  et CCR2 
Généralités  
Les chimiokines représentent une large famille de peptides de 6 à 15kDa de la famille des 
cytokines sécrétées par les cellules de la lignée sanguine. Leur nom qui est la contraction de  
« chemoattractant cytokines » vient de leur capacité à attirer les cellules par 
chimiotactisme.  Ce sont en effet des acteurs majeurs de la migration cellulaire, impliqués 
dans la surveillance immunitaire, l’inflammation et le développement (Foxman et al., 1997; 
Springer, 1994). Leurs actions sont médiées par  liaison aux récepteurs chimiokines qui 
sont des RCPG. Leur importance physiologique mais aussi leur implication dans de 




(VIH), les désordres inflammatoires, le cancer et les métastases cancéreuses, en 
font un sujet d’étude privilégié et une cible thérapeutique très exploitée (Schwarz and 
Wells, 2002). La résolution de leur structure et de leur fonctionnement sont les clés qui 
permettront la compréhension de leur mécanisme d’action et la synthèse de composés 
visant à inhiber leur activité. La coexpression cellulaire de nombreux récepteurs aux 
chimiokines semble donner lieu à une complexité supplémementaire de la signalisation due 
à l’intégration de la réponse de plusieurs membres par des phénomènes de coopérativité. La 
résolution du mode d’interaction de ces récepteurs et de l’influence réciproque de leur 
signalisation est donc un chapitre crucial de la recherche sur les chimiokines, et plus 
généralement, sur les RCPG. 
Familles de chimiokines et leurs récepteurs 
Aujourd’hui 50 chimiokines environ et 20 récepteurs ont été découverts (tableau VI et VII); 
la nomenclature présentée a été établie par l’union internationale de pharmacologie  
(Murphy et al., 2000). Habituellement, les chimiokines et leurs récepteurs sont divisés en 4 
familles en fonction de la séquence séparant les deux premières cystéines de la chimiokine: 
C, CC, CXC, CXXXC ont respectivement une seule cystéine, deux cystéines consécutives, 
un résidu ou trois séparant les deux premières cystéines.  
 
Tableau VI : Chimiokines et récepteurs aux chimiokines CC et leur expression cellulaire. 
(TC = lymphocytes T, LB = lymphocytes B, CD = cellules dendritiques, plaq. = 
plaquettes, MCP-1 = monocyte chemotactic peptide) 
Récepteurs chimiokines Type cellulaire 
CCR1 CCL3/5/7/13/14/15/16/23 LT, monocytes, éosinophiles, basophiles. 
CCR2 CCL2 (MCP-1)/7/8/13/16 Monocytes, CD, LT mémoires. 
CCR3 CCL5/7/8/11/13/15/16/24/26/28 Éosinophiles, basophiles, mastocytes, plaq. 
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CCR4 CCL17/22 LT, CD, basophiles, macrophages, plaq. 
CCR5 CCL3/4/5/8/11/14/16 LT, monocytes. 
CCR6 CCL20 LT, LB, CD. 
CCR7 CCL19/21 LT, CD. 
CCR8 CCL1 LT, monocytes, CD. 
CCR9 CCL25 LT, plasmocytes. 
CCR10 CCL27/28 LT. 
 
Tableau VII : Chimiokines et récepteurs aux chimiokines CXC, XC et C3XC et leur 
expression cellulaire. 
(CE = cellules endothéliales, LTh = lymphocytes T helper de type ,  cellules NK = 
cellules natural killer, SDF-1 : stromal derived factor) 
Récepteurs Chimiokines Type cellulaire 
CXCR1 CXCL6/7/8 Neutrophiles, monocytes. 
CXCR2 CXCL1/2/3/5/6/7/8 Neutrophiles, monocytes, CE microvascullaires. 
CXCR3-A CXCL9/10/11 LTh1, mastocytes, cellules mesangiales 
CXCR3-B CXCL4/9/10/11 CE microvascullaires, cellules néoplastiques. 
CXCR4 CXCL12 (SDF-1) Largement exprimé 
CXCR5 CXCL13 LB, LTh folliculaires 
CXCR6 CXCL16 LT CD8+, cellules NK, LT CD4+ 
CXCR7 CXCL12 LT, LB, CD matures 
XCR1 XCL1/2 LT, cellules NK 






Même si de nombreux détails varient en fonction de la chimiokine et du contexte, une 
représentation générale peut être faite de la migration d’un leucocyte à travers un 
endothélium à partir de la circulation sanguine, pour atteindre un tissu affecté lors d’une 
réponse inflammatoire. Dans un premier temps les selectines de l’endothélium interagissent  
de manière non stable avec les récepteurs mucine sur les leucocytes provoquant un 
roulement du leucocyte à la surface cellulaire (Springer, 1994). Les chimiokines qui ont été 
sécrétées en réponse aux cytokines pro inflammatoires lient les glycosaminoglycanes 
(GAG) à la surface de l’endothélium au niveau du site de l’inflammation (Proudfoot et al., 
2003). La concentration localisée de chimiokines donne alors un signal directionnel aux 
cellules. La liaison de la chimiokines à son récepteur sur le leucocyte déclenche une 
réponse intracellulaire qui résulte en son adhésion via des intégrines et son extravasation du 
sang vers les tissus où elle exercera son rôle.  
 
 Le Récepteur CCR2. 
Le récepteur CCR2 est cloné en 1994 par le groupe du Dr. Charo; deux variants 
d’épissage de  360 résidus (CCR2a) et 374 résidus (CCR2b) qui se distinguent par la 
longueur de leur extrémité C-terminale ont été isolés (Charo et al., 1994). Les deux variants 
diffèrent dans certaines de leurs voies de signalisation et de leurs actions; par exemple la 
mobilisation de calcium n’est pas requise pour la chimiotaxie induite par CCR2a alors 
qu’elle  l’est pour CCR2b (Cho et al., 2007). Avec quelques prédominances pour un variant 
ou l’autre, CCR2 est exprimés dans les monocytes, les lymphocytes T mémoire, 
lymphocytes B et dans les basophiles (Frade et al., 1997); et peut avoir une action pro-
inflammatoire ou anti-inflammatoire en fonction du type cellulaire sur lequel il est exprimé. 
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Chimiokine MCP-1  
Comme la plupart des récepteurs aux chimiokines, CCR2 peut être activé par 
plusieurs ligands (tableau VI). CCL2 ou MCP-1 dont il sera question dans cet exposé est la 
première chimiokine de type CC découverte chez l’humain. Elle est composée de 76 acides 
aminés (Van Coillie et al., 1999) et elle est un puissant facteur chimiotactique des 
monocytes. MCP-1 est exprimé par de nombreux types cellulaires incluant les cellules 
endothéliales, épithéliales, et les muscles lisses (Cushing et al., 1990; Standiford et al., 
1991); cependant les monocytes/macrophages sont la source principale de MCP-1 
(Yoshimura et al., 1989). La chimiokine peut être produite soit constitutivement, soit après 
induction par un stress oxydatif, des cytokines ou des facteurs de croissance. Elle régule la 
migration des monocytes, des lymphocytes T, cellules NK, et elle est impliquée dans de 
nombreuses pathologies incluant la sclérose multiple (Sorensen et al., 2004), l’arthrite 
rhumatoïde (Hayashida et al., 2001), l’athérosclérose (Kusano et al., 2004), et les diabètes 
insulino-dépendants (Sartipy and Loskutoff, 2003). 
Signalisation de CCR2 
CCR2 lie la chimiokine MCP-1 à haute affinité avec un Kd de 260pM et induit une 
mobilisation de calcium rapide par l’activation de la PLC-β via les sous-unités Gβγ ainsi 
qu’une inhibition de l’activité de l’adénylate cyclase.  Comme pour la plupart des 
récepteurs aux chimiokines CCR2, est couplé à la voie des protéines Gαi et les voies de 
signalisation précédemment citées sont donc inhibées par traitement à la PTX (Myers et al., 
1995). Il a également été démontré que la protrusion des lamellipodes dépendait de 
l’activation de la PI3K et de la petite protéine G Rac (Terashima et al., 2005). La liaison de 
MCP-1 à CCR2 induit une désensibilisation rapide de la réponse calcique due à la 
phosphorylation de résidus sérine et thréonine sur son C-terminal par les protéines GRK2 et 
GRK3 suivie par le recrutement de β-arrestine (Aragay et al., 1998). L’internalisation de 
CCR2 via la β-arrestine suit un mécanisme dépendant de la clathrine et semble requise pour 





MCP-1 et plusieurs autre chimiokines sont exprimées lors de l’inflammation des 
tissus en réponse aux médiateurs pro-inflammatoires facteur de nécrose tumorale α (TNF-
α), l’interleukine 1 (IL-1) et aux endotoxines (Strieter and Kunkel, 1993). L’axe MCP-1 / 
CCR2 joue un rôle clé dans le recrutement des monocytes lors d’une infection ou dans 
d’autres conditions inflammatoire. L’expression de MCP-1 plutôt que d’autres chimiokines 
dépend de l’invasion bactérienne considérée et va promouvoir l’émigration des monocytes 
inflammatoires de la moelle osseuse vers la circulation sanguine et sur le lieu de l’infection 
ou ils se différencieront en macrophages (Deshmane et al., 2009). Les modèles murins 
invalidés pour le gène de CCR2 sont viables et présentent de nombreux phénotypes 
différents relatifs au défaut de recrutement des macrophages, cellules présentatrices 
d’antigène (CPA) et de lymphocytes T tels que des défauts de clairance du cholestérol 
(Stein et al., 2003), la susceptibilité aux pathogènes comme mycobactérium tuberculosis 
(Peters et al., 2001), mais aussi une propension à l’arthrite induite par le collagène 
(Quinones et al., 2004), ou une perte de la douleur neuropathique (Abbadie et al., 2003).  
Dimérisation 
Plusieurs études utilisant les techniques de co-immunoprécipitation (Rodriguez-Frade et al., 
1999) ou de BRET (El-Asmar et al., 2005; Percherancier et al., 2005) montrent que CCR2 
peut former des homodimères.  L’ambigüité selon laquelle la dimérisation serait induite par 
le ligand (Rodriguez-Frade et al., 1999) ou constitutive (El-Asmar et al., 2005; 
Percherancier et al., 2005) a été abordée dans le chapitre « dimérisation induite par le 
ligand » (page 43), et le cas spécial des récepteurs aux chimiokines sera développé dans le 
chapitre concernant l’homodimère CXCR4 (page 89). Néanmoins, l’observation d’un 
signal de BRET basal entre les deux sous-unités CCR2 et l’augmentation de ce signal suite 
à la  stimulation par le MCP-1 est considérée comme une preuve de spécificité d’interaction 
des deux protomères à la membrane plasmique (Percherancier et al., 2005). Parmi les 
preuves fonctionnelles de la dimérisation de CCR2, la génération d’un mutant CCR2b-
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Y139F qui n’est plus capable de générer une réponse calcique agirait comme un 
dominant négatif sur la réponse du CCR2 sauvage (Rodriguez-Frade et al., 1999).  
L’hétérodimérisation de CCR2 avec CCR5 qui a été démontrée en BRET également a un 
intérêt particulier puisqu’elle suggère fortement l’influence de la conformation d’un 
protomère sur l’autre au sein d’un hétérodimère; en effet, le ligand de CCR5 est capable 
d’inhiber la liaison du ligand de CCR2 uniquement lorsque les deux récepteurs sont 
exprimés, démontrant un phénomène d’allostérie négative entre ces deux récepteurs (El-
Asmar et al., 2005).  
Le récepteur CXCR4. 
Généralités 
Le récepteur CXCR4 a été cloné en 1993 par plusieurs équipes en tant que récepteur 
orphelin aux chimiokines et fut nommé LESTR ou fusin (Loetscher et al., 1994; Nomura et 
al., 1993). En 1996, il est identifié comme un co-facteur essentiel d’entrée du VIH-1 et 
VIH-2 sur les lymphocytes T CD4+ (Deng et al., 1996; Doranz et al., 1996; Feng et al., 
1996).  Ce n’est que lorsque le SDF a été reconnu comme son ligand biologique qu’il a été 
reclassé comme le récepteur chimiokine CXCR4 (Bleul et al., 1996a; Oberlin et al., 1996). 
Son expression a été rapportée à la surface de la plupart des leucocytes, incluant la majorité 
des lymphocytes T, tous les lymphocytes B et monocytes, et très peu sur les cellules NK 
(Hori et al., 1998). Cependant, à la différence des autres récepteurs chimiokines, il est 
exprimé dans de nombreux autres tissus et aurait notamment un rôle dans le développement 
du cerveau et des tissus cardiaques (Jazin et al., 1997; Zou et al., 1998). Les souris 
invalidées pour le gène de CXCR4 présentent globalement le même phénotype de létalité 
périnatale que celles n’exprimant plus le SDF, et révèlent le rôle essentiel de CXCR4 dans 
le développement, l’organogénèse, l’hématopoïèse et la vascularisation (Ma et al., 1998; 
Zou et al., 1998). Ses multiples rôles physiologiques, son implication en tant que 
corécepteur d’entrée du VIH, et son expression dans 23 types de cancers d’origines diverses 




de l’assemblage oligomérique de CXCR4 en homo-complexes et avec d’autres 
récepteurs aux chimiokines, notamment CCR2, a apporté des éléments nouveaux sur la 
compréhension de son fonctionnement ainsi que de nouvelles pistes thérapeutiques.  
La chimiokine SDF-1 
La chimiokine SDF-1 (CXCL12) a été isolée à partir de cellules stromales issues de la 
moelle osseuse; la fonction qui lui est attribuée est le support de la prolifération des 
progéniteurs des lymphocytes B en présence d’interleukine-7 (IL7) (Nagasawa et al., 1994; 
Tashiro et al., 1993). SDF-1 présente un fort chimiotactisme envers les lymphocytes et les 
monocytes et elle est exprimée constitutivement dans un nombre élevé de tissus; son 
expression ne dépend donc pas de stimuli pro inflammatoires à la différence des autres 
chimiokines connues (Bleul et al., 1996b; Nagasawa et al., 1994). Deux isoformes liant le 
récepteur CXCR4 avec une affinité similaire d’environ 10nM (Hesselgesser et al., 1998) 
sont classiquement décrits; SDF-1α est constitué de 68 résidus et SDF-1β de 72 résidus par 
extension de 4 résidus sur son extrémité C-terminale (Shirozu et al., 1995). Quatre autres 
variants d’épissages SDF-1 γ/δ/ε/ϕ portant aussi des extensions C-terminales  sont 
désormais décris (Yu et al., 2006). Ces isoformes sont fonctionnels et présentent une 
distribution tissulaire différente mais leur rôle est méconnu. 
 SDF1 présente une structure tridimensionnelle en clé grecque classique des chimiokines; 
l’extrémité N-terminale désordonnée est suivie par une longue boucle (boucle  N), un 
feuillet β à trois brins antiparallèles puis un domaine C-terminal en hélice α. Deux ponts 
disulfures relient la boucle N aux brins β2 et β3 (Crump et al., 1997). Les sites de liaison au 
récepteur se situeraient principalement sur les 17 premiers acides aminés de la portion N-
terminale dont un motif RFFESH particulièrement important qui interagirait avec 
l’extrémité N-terminale de CXCR4. Ce motif servirait de point d’ancrage à la chimiokine 
pour permettre la liaison subséquente de ses deux premiers résidus sur les boucles 
extracellulaires du récepteur (Crump et al., 1997; Gozansky et al., 2005). SDF-1 a été 
décrite comme une protéine monomérique (Crump et al., 1997), dimérique (Dealwis et al., 
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1998), ou en équilibre monomère – dimère (Holmes et al., 2001). La liaison du SDF aux 
Glycosaminoglycanes (GAG) faciliterait la dimérisation du SDF in vivo (Veldkamp et al., 
2005); cependant le monomère est rapporté comme étant la forme active au moins pour 
certaines fonctions (Veldkamp et al., 2009). Le rôle crucial de SDF-1 est supporté par la 
délétion de son gène chez la souris qui conduit à la mort périnatale des animaux à cause 
d’une réduction importante de la lymphopoïèse des lymphocytes B et de la myélopoïese de 
la moelle osseuse, mais également d’une atrophie du septum ventriculaire cardiaque 
(Nagasawa et al., 1996). De plus, sa séquence en acides aminés est remarquablement 
conservée entre les espèces avec 99% d’homologie entre la souris et l’humain (Shirozu et 
al., 1995; Tashiro et al., 1993), suggérant un rôle essentiel de cette chimiokine dans la 
physiologie animale.  
Liaison de la chimiokine SDF-1 par CXCR4.  
 La portion N-terminale de CXCR4 est impliquées dans la liaison du SDF selon un 
mécanisme en deux étapes; l’interaction initiale entre les résidus 12 à 17 du SDF et 2 à 36 
de CXCR4 provoquerait un changement de conformation du récepteur (Huang et al., 2003) 
qui faciliterait l’interaction entre les huit premiers acides aminés de SDF et les boucles 
extracellulaires e2 (Asp187) et e3 (Glu268) de CXCR4 (Brelot et al., 2000; Zhou et al., 
2001). La sulfatation de certaines tyrosines de l’extrémité N-terminale de CXCR4 
(Tyrosines 7, 12, et 21) semble aussi être importante dans la liaison du SDF à haute affinité. 
De manière intéressante, une étude en RMN révèle un complexe symétrique 2 :2 dans 
lequel  un dimère de SDF est stabilisé par les liaisons aux sulfotyrosines de chaque 
récepteur. Le dimère de SDF qui est capable de générer une réponse calcique bloque en 
revanche la chémotaxie, contrairement au monomère qui permet les deux réponses 
(Veldkamp et al., 2008). Le changement dynamique de l’état oligomérique du ligand 
pourrait donc être à l’origine d’une nouvelle diversité dans la signalisation de CXCR4. 
Autres ligands de CXCR4. 
 Le tableau VIII présente les ligands connus de CXCR4; parmi eux il est important 




la réplication des VIH-1 et VIH-2; l’essai clinique en phase I révèle cependant une 
augmentation des cellules de la lignée blanche dans le sang (De Clercq, 2003). En effet, 
l’AMD a une action antagoniste sur le SDF qui retient les cellules souche dans la moelle 
osseuse (homing); la conséquence est une augmentation de leur nombre dans le sang 
périphérique. Le Plerixafor (Mozobil) est maintenant testé cliniquement comme un 
mobilisateur des cellules souches sanguines pour aider la transplantation autologue des 
cellules souches chez les patients atteints de lymphomes non-Hodkiniens et de myélomes 
multiples (De Clercq, 2010). 
 
Tableau VIII : Principaux ligands de CXCR4  
Ligand Forme Action 
CXCL12 
(SDF) 
peptide Agoniste plein 
CXCL12 1-17 Fragment peptidique Agoniste plein 
AMD3100 Composé Synthétique organique Agoniste partiel / antagoniste 
ALX40-4C Peptide Agoniste partiel 
T134 Peptide Antagoniste 
T140 Peptide Agoniste inverse 
vMIP-II Peptide Antagoniste 
T22 Peptide Antagoniste 
 
Structure du récepteur CXCR4 
CXCR4 est un récepteur de 352 acides aminés composé d’une partie N-terminale de 
39 résidus et un C-terminal de 45 résidus. Plusieurs résidus importants pour la structure et 
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la signalisation de CXCR4 ont été décrits; le motif DRY hautement conservé dans la 
boucle i2 des RCPG est un pivot permettant l’activation du récepteur suite au réarrangement 
conformationnel induit par le ligand (Cotecchia et al., 2003). Certaines mutations dans ce 
motif altèrent significativement l’activité de la protéine G (Berchiche et al., 2007). Le motif 
TXP dans le deuxième TM est un déterminant structural qui est très conservé dans la 
famille des récepteurs aux chimiokines; par contre, si la mutation de la thréonine rend les 
récepteurs CCR2 et CCR5 constitutivement actifs, elle n’affecte  pas CXCR4 (Alvarez 
Arias et al., 2003). En revanche la mutation de l’asparagine 119 (N119) dans le troisième 
TM peut rendre CXCR4 constitutivement actif lorsqu’elle est substituée par une serine (S) 
ou une alanine (A) (Zhang et al., 2002). La mutation de N119 en lysine (N119K) empêche 
CXCR4 d’induire la signalisation : l’échange GDP-GTP est abolit et l’inhibition de la 
production d’AMPc presque inexistante (Berchiche et al., 2007).  
Une avancée majeure pour la compréhension du fonctionnement de CXCR4 et des 
RCPG en général vient d’être franchie par sa très récente résolution cristallographique (Wu 
et al., 2010). En plus d’en décrire la structure tertiaire, cette étude montre pour la première 
fois un dimère de récepteur de classe A dans les 5 cristaux dont la structure a été résolue. 
Comme pour les récepteurs β2-AR et A2A, CXCR4 a été stabilisé par insertion du lysosyme 
T4 mais aussi d’une mutation thermo stabilisatrice et en présence d’un dérivé d’isothio-urée 
IT1t ou d’un peptide cyclique à 16 résidus CVX15, tous deux des antagonistes. Par rapport 
aux récepteurs cristallisés précédemment, la structure de CXCR4 présente de nombreuses 
différences dans l’orientation de ses domaines TM qui se répercutent surtout sur le domaine 
extracellulaire, soulignant l’intérêt de ce modèle de récepteur à ligand protéique. La poche 
de liaison est plus large, ouverte, et située plus proche de la surface extracellulaire que les 
précédentes structure; l’IT1t en occupe une partie délimitée par les TM I, II, III, VII, ce qui 
le différencie aussi des ligands décris dans les précédents cristaux. Certaines différences 
sont aussi notées dans le domaine intracellulaire, notamment l’absence de l’hélice VIII qui 
est supposée être une caractéristique structurale des récepteurs de classe A. S’il est possible 
que cette absence soit due à un artéfact du cristal, le motif consensus de l’hélice α n’est que 




notent également que contrairement à de nombreux RCPG, CXCR4 n’a pas de site 
de palmitoylation à la fin de l’hélice VIII. L’apport majeur de cette étude dans le cadre de 
cet exposé est la révélation d’une structure en dimère de CXCR4. Lorsque le récepteur est 
lié à IT1t, l’interface de dimérisation implique le côté extracellulaire des hélices V et VI 
(figure 16). L’association en dimère serait due majoritairement à des interactions 
hydrophobes impliquant une dizaine de résidus dans ces deux TM mais aussi la boucle 
extracellulaire e2. Le dimère lié par CVX15 est pour sa part stabilisé par le côté 
intracellulaire des hélices III et IV et la boucle intracellulaire i2. De manière intéressante, 
les auteurs notent que la liaison à CVX15 induit un changement conformationnel qui 
ramène les parties intracellulaires de l’hélice V de chaque protomère à proximité, ce qui 
pourrait expliquer les phénomènes de coopérativité observés pour certains ligands de 
CXCR4. 
 
Figure 16 : Représentation tridimensionnelle de la structure du dimère CXCR4 
Réalisé à l’aide du logicile PyMol et du pdb 3ODU.  
 
Rôles physiologiques  
SDF-1 est un chimio-attracteur très efficace des lymphocytes T et des monocytes 
par sa liaison à CXCR4 et joue donc un rôle majeur dans le recrutement de ces cellules aux 
sites de l’inflammation mais aussi dans la domiciliation (homing) des lymphocytes T aux 
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sites de l’immunité (Bleul et al., 1996a; Bleul et al., 1996b; Oberlin et al., 1996). La 
chimiotaxie peut être modulée par certaines cytokines telles que IL4 ou IL10 qui 
augmentent ou diminuent respectivement l’expression de CXCR4 sur les lymphocytes T 
(Jinquan et al., 2000).  
Le couple CXCR4-SDF à également un rôle dans l’hématopoïese où il attire et 
retient les précurseurs des lymphocytes B dans certains microenvironnements de la moelle 
osseuse pour permettre leur croissance et leur différentiation en lymphocytes B matures 
(D'Apuzzo et al., 1997). Ces données ont été confirmées sur les souris KO CXCR4 chez 
lesquelles le nombre de lymphocytes pro-B est fortement diminué dans le foie et la moelle 
osseuse, les deux organes hématopoïétiques majeurs de la vie embryonnaire et adulte 
respectivement (Ma et al., 1998; Zou et al., 1998). CXCR4 et son ligand induisent 
également une réponse des cellules CD34+ fétales et adultes de la moelle osseuse (Aiuti et 
al., 1999; Jo et al., 2000), des CD34+ du sang périphérique (Lataillade et al., 2000), et des 
progéniteurs des mégacaryocytes (Hamada et al., 1998), indiquant un rôle majeur pour 
diriger la migration de ces cellules progénitrices aux sites appropriés de la moelle osseuse.  
L’implication de l’axe SDF-CXCR4 dans le développement a également pu être mis 
à jour grâce à la délétion des gènes de la chimiokine et de son récepteur chez la souris. Les 
animaux KO SDF meurent in-utero par déficit d’hématopoïèse et une cardiogénèse 
anormale. En plus de ce phénotype, les souris KO CXCR4 présentent une malformation des 
vaisseaux larges du tractus gastro-intestinal sans doute dû à un manque de ramifications 
vasculaires, confirmant les études antérieures qui mentionnaient que CXCR4 et SDF 
pouvaient induire la migration de cellules endothéliales en culture et participer à 
l’angiogénèse (Ma et al., 1998; Tachibana et al., 1998; Zou et al., 1998). CXCR4  joue 
aussi un rôle important dans le développement neuronal; son expression a été détectée dans 
les cornes dorsales de la moelle épinière, le cortex moyen et préfrontal, l’hypothalamus et 
les tissus olfactifs, et dans le cervelet (McGrath et al., 1999; Zou et al., 1998). Dans le 
développement normal, les cellules de la couche granulaire externe cérébelleuses migrent  




chez les souris KO CXCR4 cette migration est prématurée, provoquant une 
malformation du cervelet (Zou et al., 1998).  
La capacité chimiotactique du couple CXCR4-SDF est donc utilisée durant toute la 
vie de l’organisme pour réguler des fonctions clés telles que l’embryogénèse, l’immunité et 
l’hématopoïèse.  
Pathologies impliquant CXCR4. 
Virus de l’immunodéficience humaine (VIH) 
           L’entrée du VIH dans la cellule est un processus en plusieurs étapes; la protéine 
d’enveloppe virale gp120 lie d’abord la protéine CD4 à la surface de l’hôte; cette 
interaction provoque un changement conformationnel exposant la boucle variable V3 et 
permettant au complexe de lier un récepteur aux chimiokines et provoquer la fusion entre la 
membrane virale et celle de la cellule hôte (Olson et al., 1999; Wu et al., 1996). Les 
récepteurs chimiokines les plus importants impliqués dans l’entrée virale sont les récepteurs 
CXCR4 et CCR5, même si d’autres peuvent être impliqués (Neil et al., 2005). La liaison du 
VIH-1 à CCR5 par la souche R5 serait responsable de la transmission virale et dominerait 
durant la phase asymptomatique de l’infection, alors que l’utilisation de CXCR4 comme 
co-récepteur par la souche X4 interviendrait quand l’infection est avancée, concomitant 
avec l’apparition des signes cliniques (Connor et al., 1997; Feng et al., 1996). Comme il a 
été montré que les ligands de CCR5 et CXCR4 pouvaient  inhiber l’entrée du VIH dans la 
cellule, plusieurs molécules et peptidomimétiques liant ces récepteurs sont des candidats 
potentiels dans la prévention et / ou le traitement de l’infection. Il est intéressant de noter 
qu’une mutation naturelle de CCR5 provoquant la délétion de 32 paires de bases 
(CCR5Δ32) résulte en une rétention intracellulaire du récepteur et donne une résistance 
quasi complète aux individus homozygotes vis à vis de l’infection (Liu et al., 1996; Samson 
et al., 1996); le fait que ces individus vivent sans perturbation notoire signifie que 
l’inhibition de ce récepteur par des drogues est un projet clinique pertinent. Comme 
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mentionné plus haut, l’inhibition de CXCR4 pose en revanche beaucoup plus de 
problèmes en perturbant le trafic et la domiciliation des lymphocytes T. 
 
Cancer 
CXCR4 est le récepteur aux chimiokines le plus souvent exprimé sur les cellules 
cancéreuses (Zlotnik, 2006), et se retrouve dans plus de 20 types de cancers (Balkwill, 
2004b). La surexpression de CXCR4 a pu être constatée sur plusieurs tissus tumoraux qui 
n’expriment habituellement pas, ou peu, ce récepteur (Muller et al., 2001). Une des raisons 
de cette dérégulation est la condition d’hypoxie dans laquelle se trouvent les cellules au 
sein d’une tumeur, qui peut permettre l’activation du facteur induit par l’hypoxie (HIF1) 
(Hirota and Semenza, 2006); HIF1 permet en retour l’expression de nombreux gènes dont 
CXCR4 (Staller et al., 2003). De nombreux autres facteurs tels que le facteur de croissance 
de l’endothélium vasculaire (VEGF) ou NF-κB ont la capacité d’augmenter l’expression 
cellulaire de CXCR4. Comme mentionné plus haut, CXCR4 tient un rôle dans 
l’organogénèse, ce qui implique une fonction dans la prolifération cellulaire, l’angiogénèse, 
mais aussi l’organisation correcte d’un organe en développement; et c’est ce qui en fait un 
candidat idéal dans l’évolution d’une tumeur. Mais le plus marquant dans la progression 
d’une tumeur est sans doute l’utilisation détournée de la chimiotaxie permise par l’axe 
CXCR4-SDF pour générer des métastases dans des organes distants. Dans le cas du cancer 
du sein,  les cellules surexprimant CXCR4 vont préférentiellement migrer vers les organes 
secondaires présentant les plus fortes concentrations de SDF-1: le foie, les poumons, la 
moelle osseuse, et le cerveau (Muller et al., 2001). Les données présentées dans l’article 3 
démontrent une nouvelle voie de signalisation qui provoque la migration des cellules de 
tumeurs mammaires par l’activation de CXCR4 et la dissémination de métastases. La 





Le syndrome WHIM (Warts, Hypogammaglobulinemia, recurrent bacterial 
Infection, and Myelokathexis)  
Ce syndrome est dû à des mutations hétérozygotes pour le gène encodant CXCR4, 
qui aboutissent toutes à des troncations de l’extrémité C-terminale du récepteur et qui 
éliminent par conséquent des sites de phosphorylation. Les CXCR4 mutés ne sont plus 
désensibilisés ni internalisés (Balabanian et al., 2005), et démontrent une réponse calcique 
et une chimiotaxie accrue (Kawai et al., 2005). Il est intéressant de noter que des cas de 
WHIM ont été trouvés chez des patients ne présentant pas de mutations du CXCR4 
(Balabanian et al., 2005); le perte de désensibilisation et d’internalisation serait due ici à 
une régulation anormale du récepteur par les protéines GRK et / ou arrestines qui 
mimeraient les effets de la troncation de CXCR4.   
Signalisation  
Le récepteur CXCR4 est majoritairement couplé à la protéine Gαi (Ganju et al., 
1998) avec laquelle il interagit par les boucles intracellulaires i2 et i3 (Roland et al., 2003). 
La stimulation par SDF résulte en l’inhibition de l’adénylate cyclase et donc une 
diminution de la concentration en AMPc, mais aussi l’activation des tyrosines kinases de la 
famille Src. La voie Gi active également la PLC-β par les protéines Gβγ  ainsi que la PI3K 
(Curnock et al., 2003; Dutt et al., 1998). Ces voies de signalisation dépendantes de la 
protéine Gi (figure 17) sont donc sensibles à la PTX et aboutissent à l’initiation de la 
migration cellulaire, l’adhésion cellulaire, et la transcription de gènes. Il a cependant été 
démontré que la migration ne dépendait pas que de voies de signalisation sensibles à la 
PTX : alors que Gi active Rac par les protéines Gβγ, la migration des lymphocytes T Jurkat 
dépend aussi du couplage de CXCR4 à Gα13 pour activer Rho, et les deux voies seraient 




Figure 17 : Voies de signalisation de CXCR4 dépendantes des protéines G. 
 
Certaines voies de signalisation utilisées par CXCR4 ont été proposées comme étant 
indépendantes des protéines G. La liaison de SDF induit l’association et l’activation de 
JAK2/3 qui permet le recrutement et la phosphorylation de plusieurs membres de la famille 
STAT et leur translocation nucléaire (Vila-Coro et al., 1999). Les β-arrestines 2 et 3, en 
plus de leur rôle dans la désensibilisation et l’internalisation, sont aussi responsables d’une 
signalisation indépendante des protéines G; une étude rapporte en effet que la chimiotaxie 
en réponse au SDF est diminuée dans des lymphocytes issus de souris KO pour la β-
arrestine 2 (Fong et al., 2002). Le rôle de protéines de soutien joué par les arrestines permet 
aussi d’augmenter la réponse des MAPK ERK (Cheng et al., 2000) et d’activer la MAPK 
p38 pour induire la migration (Sun et al., 2002). 
 
Terminaison de la signalisation par les GRK et les arrestines  
Le récepteur CXCR4 est rapidement phosphorylé et internalisé suite à son activation 
par le SDF (Haribabu et al., 1997; Signoret et al., 1997). La régulation homologue de 




arrestine 1 ou 2 potentialise l’internalisation de CXCR4 (Cheng et al., 2000; Orsini 
et al., 2000), et le KO de GRK6 potentialise l’activité GTPase de Gαi et la libération de 
calcium intracellulaire par défaut de désensibilisation (Fong et al., 2002; Vroon et al., 
2004). La troncation de l’extrémité C-terminale de CXCR4 a été effectuée pour identifier 
les sites de sa régulation; il en résulte une perte de  phosphorylation, une augmentation de 
l’activité du récepteur et une diminution de son internalisation (Haribabu et al., 1997; 
Signoret et al., 1997). En effet plusieurs études rapportent que sur les 45 acides aminés de 
la partie C-terminales, les 3 thréonines et 15 sérines sont pour la plupart phosphorylées et 
régulent l’activité du récepteur (figure 18) (Orsini et al., 2000; Signoret et al., 1998). La 
boucle intracellulaire i3 semble aussi pouvoir lier la β-arrestine et cette interaction 
régulerait l’internalisation du récepteur ainsi que l’activation de MAPK ERK1/2 (Cheng et 
al., 2000). Plusieurs travaux démontrent que les RCPG peuvent être régulés par de 
multiples kinases permettant la désensibilisation préférentielle de certaines voies de 
signalisation; c’est le cas  du récepteur CXCR4 (Busillo et al., 2010) qui sera présenté dans 




Figure 18 : C-terminal de CXCR4 
Sérines de l’extrémité C-terminale de CXCR4 dont la phosphorylation a été décrite.   
 
Suite à la phosphorylation de son C-terminal et au recrutement des β-arrestines, les 
récepteurs CXCR4 sont internalisés. Seulement 5 à 30% de récepteurs sont recyclés à la 
membrane plasmique en fonction du type cellulaire (Tarasova et al., 1998), la plupart étant 
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adressés aux lysosomes pour dégradation après ubiquitination par AIP4 (Marchese et al., 
2003). 
 
Dimérisation / oligomérisation  
Sur la vingtaine de récepteurs aux chimiokines actuellement connus, environ 1/3 
sont décrit comme pouvant former des homo et / ou hétérodimères entre eux (tableau IX). 
À cette liste s’ajoute un nombre aussi important d’interactions avec d’autres familles de 
récepteurs plus lointaines; pour un aperçu complet, consulter (Khelashvili et al., 2010).  
Cette section de l’exposé n’abordera que l’oligomérisation de CXCR4 et la formation 
d’hétérocomplexes avec d’autres membres de la famille des récepteurs aux chimiokines,  et 
principalement avec CCR2. 
 
Tableau IX : Homo et hétéro-dimères de récepteurs aux chimiokines, et les méthodes 
ayant permis leur détection.  
Dimère Méthode Référence 
CCR2-CCR2 BRET, co-iP (El-Asmar et al., 2005; 
Percherancier et al., 2005) 
CCR2-CCR5 BRET, co-iP, radioliaison (El-Asmar et al., 2005) 
CCR2-CXCR4 BRET, radioliaison (Percherancier et al., 2005; 
Sohy et al., 2007) 
CXCR4-CXCR4 BRET, FRET (Babcock et al., 2003; 
Percherancier et al., 2005) 
CCR5-CCR5 FRET, BRET, Co-iP, 
pontage de cystéines 
(El-Asmar et al., 2005; 
Hernanz-Falcon et al., 
2004; Issafras et al., 2002) 




CXCR1-CXCR2 FRET, BRET, Co-iP, (Wilson et al., 2005) 
CXCR2-CXCR2 FRET, BRET, Co-iP, (Trettel et al., 2003; 
Wilson et al., 2005) 
CXCR7-CXCR7 BRET (Kalatskaya et al., 2009) 
CXCR4-CXCR7 FRET (Sierro et al., 2007) 
CXCR4-CCR5 BRET (Contento et al., 2008) 
 
Homodimère CXCR4 
L’homodimérisation de CXCR4 a elle aussi été démontrée par plusieurs équipes 
utilisant des techniques différentes; l’ambiguïté encore une fois est de définir si CXCR4 est 
un homodimère constitutif ou si c’est la stimulation par le SDF qui induit sa dimérisation. 
Vila-Coro et al. montrent que suite à l’immunoprécipitation de CXCR4, seules les cellules 
ayant été stimulées avec du SDF présentent des bandes immunoréactives à 80kDa, le poids 
moléculaire approximatif d’un dimère de CXCR4 (Vila-Coro et al., 1999). Cependant, ces 
résultats peuvent aussi s’expliquer par un changement conformationnel au sein d’un dimère 
pré existant qui rendrait l’interaction des protomères plus stable; cette hypothèse est par 
ailleurs étayée par les variations de l’interface de contact observées sur la structure 
cristallographique du dimère CXCR4 lié à CVX15 (Wu et al., 2010), et les données 
obtenues en BRET (Percherancier et al., 2005). De plus, les auteurs utilisent un agent de 
pontage dans leur expérience et il est possible que la présence de la chimiokine liée aux 
dimères de récepteurs augmente l’efficacité du pontage en liant les protomères via les 
chimiokines. Dans une autre étude menée en FRET cette fois, Toth et al. constatent un 
transfert d’énergie basal entre CXCR4-CFP et CXCR4-YFP et une augmentation de signal 
après stimulation par le SDF; ils en concluent que la dimérisation de CXCR4 peut se faire 
de manière indépendante mais aussi dépendante du ligand (Toth et al., 2004). En parallèle, 
plusieurs travaux démontrent que la dimérisation de CXCR4 est constitutive (Babcock et 
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al., 2003; Issafras et al., 2002; Percherancier et al., 2005; Wang et al., 2006). Les courbes 
de titration obtenues par Percherancier et al. pour l’homodimère CXCR4 en absence et en 
présence de ligand révèlent un BRET basal augmenté par le SDF mais où le BRET50 reste 
inchangé; ils concluent donc que le ligand  induit un changement conformationnel entre les 
protomères mais que le nombre de dimères formés ne varie pas (page 44) (Percherancier et 
al., 2005).  
 
Dans cette même étude les auteurs constatent qu’un peptide issu du TMIV a la 
capacité d’inhiber le changement conformationnel et la réponse calcique induit par le SDF, 
prouvant l’implication du réarrangement des protomères dans la fonction du récepteur 
(Percherancier et al., 2005). L’effet d’un peptide issu de ce TM a été rapporté également 
par Wang et al. qui constatent non seulement une réduction du FRET dans le dimère 
CXCR4 mais aussi une inhibition de la polymérisation d’actine et de la chimiotaxie induite 
par le SDF sur des cellules tumorales (Wang et al., 2006). L’implication apparente de ce 
TM dans la dimérisation et les récentes évidences cristallographiques impliquant les TMV 
et TMVI (Wu et al., 2010), suggérent encore une fois la possibilité d’interfaces multiples 
d’interaction. Une évidence physiologique de la dimérisation de CXCR4 a été fournie dans 
l’étude du syndrome WHIM (voir page 84). Les individus hétérozygotes exprimant les 
versions tronquées et sauvages du récepteur présentent le même phénotype que les 
homozygotes pour la mutation, à savoir une potentialisation de la chemotaxie et de 
l’activation des MAPK ERK1/2 (Balabanian et al., 2005). Comme la perte d’internalisation  
du CXCR4 mutant est retrouvée également sur le sauvage et que les deux versions du 
récepteur (sauvage et mutant) peuvent former des « hétérodimères », les auteurs concluent 









Le recrutement de CXCR4 et CCR5 à la synapse immunologique des lymphocytes 
T et leur association subséquente permettrait la co-stimulation de ces cellules par les 
chimiokines. L’hétérodimère CXCR4/CCR5 pourrait se coupler à Gq et /ou G11 au lieu de 
Gi pour générer un signal pouvant augmenter l’activation des cellules T (Contento et al., 
2008; Molon et al., 2005). CXCR4 peut également former un hétérodimère avec CXCR7, 
un récepteur qui a la particularité de lier le même ligand, SDF-1. Cet hétérodimère 
constitutif a été révélé en FRET et en co-immunoprécipitation et potentialiserait la réponse 
calcique de CXCR4 (Sierro et al., 2007).  
L’hétérodimère CXCR4 / CCR2 qui est la pierre angulaire de cette thèse serait lui 
aussi formé de manière constitutive car un signal de BRET basal est observé entre les deux 
récepteurs. De plus, cette interaction est modulable par le SDF-1 et le MCP-1 
(Percherancier et al., 2005; Sohy et al., 2007), ce qui prouve que chaque ligand est capable 
de provoquer un changement conformationnel entre le protomère lié et le second protomère 
de l’hétérodimère. L’utilisation des peptides dérivés des segments TM de CXCR4 est venue 
confirmer cette idée et la pousser plus loin; les peptides TM II, TMIV et TMVI sont 
capables d’inhiber en partie le changement conformationnel entre CXCR4 et CCR2 induit 
par MCP-1. Ceci suggère donc que la liaison du MCP n’implique pas seulement un 
réarrangement conformationnel de son propre protomère mais qu’il peut influencer la 
conformation du second protomère, non lié (Percherancier et al., 2005). Cette hypothèse 
semble de plus en accord avec les travaux de Sohy et al. qui décrivent une inhibition 
allostérique dans cet hétérodimère grâce à un essai de compétition sur la liaison de ligands 
(Sohy et al., 2007). La liaison de [125I MCP-1] est diminuée par addition de SDF-1 sur des 
cellules exprimant CCR2 et CXCR4 alors qu’aucun effet n’est observé sur les cellules 
n’exprimant que CCR2. Également, la liaison de [125I SDF-1] est diminuée en présence de 
MCP-1 dans les cellules exprimant les deux récepteurs. Cette inhibition croisée est 
considérée allostérique dans la mesure où l’on assume que la liaison du ligand à un 
protomère affecte la capacité de liaison de l’autre protomère par un changement de 
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conformation en trans. De manière intéressante, la même étude rapporte que TAK779, 
agoniste inverse de CCR2 et AMD3100, un antagoniste de CXCR4, peuvent réduire 
respectivement la liaison du SDF ou du MCP radiomarqués. Ceci signifie donc que le 
récepteur n’a pas besoin d’atteindre son état actif pour inhiber la liaison dans le second 
protomère excluant une régulation croisée. Les réponses fonctionnelles testées par les 
auteurs confirment que l’AMD3100 et TAK779 inhibent les réponses calciques mais aussi 
la chimiotaxie des lymphocytes T induite par l’activation de CCR2 et CXCR4 
respectivement. Ces derniers essais qui ont été menés sur des lymphocytes T CD4+ 
exprimant constitutivement les deux récepteurs confirment la pertinence biologique de cette 
interaction.  
L’inhibition allostérique croisée qui avait déjà été observée par les auteurs entre 
CCR2 et CCR5 (El-Asmar et al., 2005) peut être expliquée de deux manières. Le dimère 
inoccupé est pré couplé à une protéine G mais ne peut l’activer; lors de la liaison du ligand, 
la conformation du protomère lié change, permettant une interaction de haute affinité avec 
la protéine G et son activation. La conformation du protomère non lié est alors affectée soit 
directement par un réarrangement conformationnel passant par son interface de contact, soit 
indirectement par le repositionnement de la protéine G. Il y aurait donc une asymétrie dans 





Objectifs de la thèse  
L’analyse des mécanismes moléculaires impliqués dans la régulation des RCPG est à la base de 
la compréhension de leur fonctionnement et des thérapies de demain. Durant cette thèse, la 
régulation du récepteur de chimiokines CXCR4 a été étudiée au niveau de son organisation  
quaternaire et de l’interaction avec ses effecteurs, principalement les protéines G et les β-
arrestines.  
Depuis 2003, plusieurs travaux suggèrent que les RCPG pourraient s’assembler en complexes 
d’ordre supérieurs. Durant l’année 2005, des travaux réalisés au laboratoire démontraient que 
CXCR4 et CCR2 pouvaient chacun former des homodimères mais aussi des hétérodimères entre 
eux (Percherancier et al., 2005). L’idée a alors émergé que ces récepteur de chimiokines seraient 
peut être des dimères de dimères.  
Cette thèse débute à la fin de l’année 2006 avec comme premier objectif de générer un outil 
permettant de mesurer l’interaction directe, dans des cellules vivantes, de plus de deux RCPG, ce 
qui fut accompli grâce au développement de la complémentation de protéines (PCA) de la 
Rénilla Luciférase II (RLucII). Nous voulions ensuite combiner le transfert d’énergie de 
résonance de bioluminescence (BRET) avec un double essai de PCA (donneur et accepteur 
d’énergie tronqués) pour vérifier l’hypothèse selon laquelle CXCR4 et CCR2 formeraient des 
dimères de dimères.  
Le second objectif a été de déterminer les conséquences des changements conformationnels 
trans-récepteurs observés entre CXCR4 et CCR2 sur les voies de signalisation. Nous avons alors 
étudié le rôle de chacun de ces récepteurs dans l’engagement de la protéine Gαi et de la β-
arrestine.  
Enfin, grâce à des travaux en collaboration avec des équipes américaines, nous avons pu  remplir 
un troisième objectif qui était la description et l’analyse de nouveaux mécanismes de 
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Les récepteurs de chimiokines CXCR4 et CCR2 ont chacun été décris comme pouvant 
former des homodimères. Dans cette étude, nous utilisons une combinaison de transfert d’énergie 
de résonance (BRET), de complémentation bimoléculaire de fluorescence et de luminescence 
(BiFC et BiLC) pour démontrer que ces deux récepteurs forment des homo et hétérotétramères. 
L’association de deux dimères de nature différente telle que nous l’observons pour CXCR4-
CCR2 pourrait alors correspondre à ce que nous considérions auparavant comme des 
hétérodimères. L’activation de CCR2 par son agoniste,  le peptide chimiotactique des monocytes 
1 (MCP-1) entraîne un changement de conformation au sein du dimère de récepteurs CXCR4 
que nous qualifions de réarrangement conformationnel trans-récepteur. L’engagement de la 
protéine Gαi et de la β-arrestine2 par CXCR4 lors de l’activation de CCR2 nous ont confirmé 
que ces complexes représentaient la forme fonctionnelle des récepteurs. Dans cette même 
configuration, nous observons une diminution significative de l’engagement de Gαi par le 
mutant N119K de CXCR4 qui est déficient dans sa capacité à activer la protéine G, signifiant 
l’importance du récepteur non lié dans l’engagement de la protéine G par l’hétéro-oligomère 
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Oligomerization is a general property shared by many membrane proteins including the G 
protein-coupled receptors (GPCRs). In most cases, evidence suggests that GPCR assemble as 
dimer early in the biosynthetic path. In some cases, however, larger oligomeric species have 
been proposed to form. For the chemokine receptor CXCR4 and CCR2, both homo and hetero-
dimers have been described. Here using a combination of bimolecular fluorescence 
complementation (BiFC), bimolecular luminescence complementation (BiLC) and 
bioluminescence resonance energy transfer assays  we show that CXCR4 and CCR2 can 
assemble as homo and hetero-oligomers forming tetramers. The CXCR4-CCR2 hetero-oligomer 
is formed by the assembly of CXCR4 and CCR2 homo-dimers suggesting that what was 
previously described as hetero-dimers may in fact result from the assembly of two distinct homo-
dimers. Consistent with such an oligomeric arrangement playing a functionally relevant role, 
activation of CCR2 with the selective polypeptidic chemokine, monocyte chemotactic protein 1 
(MCP-1), resulted in trans-dimer conformational rearrangement of the CXCR4 dimer and the 
engagement of both Gαi1 and βarrestin-2 by the hetero-tetramer.  A mutation in the third 
transmembrane domain (N119K) of CXCR4 that prevents CXCR4 coupling to Gi inhibited the 
CCR2-promoted engagement of Gαi by the hetero-oligomer, indicating that trans-regulation of 
CXCR4 by CCR2 contributes to the engagement of the G protein. Consistent with this notion, 
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MCP-1 binding to CCR2 was also sufficient to promote a conformational rearrangement 
detectable between the CCR2 and CXCR4 homo-dimers confirming that hetero-tetramer reached 
the cell surface and respond to ligand stimulation as a functional complex. Taken together, these 
new forays into the quaternary structure of the chemokine receptors provide insights into the 
molecular mechanism underlying the allosteric cooperative regulation observed between CCR2 
and CXCR4 in monocytes and memory T-cells.  
 
INTRODUCTION 
In recent years biochemical and biophysical studies carried out with purified receptors 
(Baneres and Parello, 2003)in heterologous expression systems (Angers et al., 2002; Bouvier, 
2001)native tissue (Albizu et al., 2010; Fotiadis et al., 2003; Rivero-Muller et al., 2010) 
unequivocally demonstrate that many if not all G protein-coupled receptors (GPCRs) can form 
homo- and hetero- oligomers. In most cases, the data obtained could be explained by the 
formation of dimers without excluding the possibility that higher order oligomers could also 
form. It was proposed that dimerization occurs early in the biosynthetic pathway, most likely in 
the endoplasmic reticulum (ER) where it could play a role in the quality control as well as 
anterograde and retrograde trafficking of the receptors to and from the plasma membrane 
(Terrillon and Bouvier, 2004). Hetero-dimerization has also proposed to contribute to the 
pharmacological and signaling diversity of GPCRs. Indeed, it has been shown that hetero-
dimerization can result in distinct radioligand binding properties and/or in the activation of 
distinct signaling pathways (Milligan, 2010; Rios et al., 2001). 
  
In some cases, however, the existence of  GPCR tetramers and even higher order 
oligomers has been suggested (Fotiadis et al., 2004; Fung et al., 2009; Guo et al., 2008; 
Jastrzebska et al., 2006; Maurel et al., 2008). These studies raise questions about the general 
quaternary organization of both homo- and heteromers. For the class C GABAb receptor, which 
is an obligatory hetero-oligomer composed of a receptor subtype that binds GABA (GABAbR1) 
and a second one (GABAbR2) that can engage the G protein, it has been proposed that tetramers 
can result from the homo-dimerization of hetero-dimers. For the largest family A of GPCRs, 
very little is known on the possible arrangement into oligomers of higher order than dimers. In 
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particular, whether or not functional tetramers can reach the plasma membrane be bound by 
ligands and engage downstream effectors remains largely unknown.   
 
Among the family A GPCR for which homo and hetero-oligomerization have been well 
characterized both in reconstituted and in physiological systems are the chemokine receptors 
CXCR4 and CCR2 (Percherancier et al., 2005; Sohy et al., 2007; Sohy et al., 2009). These 
receptors that are co-expressed in monocytes, dendritic cells and memory T cells (Viola and 
Luster, 2008) play central roles in the chemotactic response evoked by chemokines such as the 
monocyte chemotactic protein 1 (MCP1) for CCR2 and the stromal-derived factor-1 (SDF1) for 
the CXCR4. They are involved in normal immune and inflammatory responses  (Charo and 
Ransohoff, 2006) and could contribute to metastasis dispersion in certain cancers (Muller et al., 
2001). CXCR4 for its part has also been shown to control the mobilization of hematopoetic cells 
from the bone marrow (D'Apuzzo et al., 1997) and to act as a co-receptor for HIV entry (Wu et 
al., 1996)Studies carried out in heterologous expression systems have shown that CCR2 and 
CXCR4 can form both homo and hetero-oligomers that were interpreted to be dimers. 
Bioluminescence resonance energy transfer (BRET) studies also revealed that ligand binding to 
one protomer  promoted conformational rearrangements that could be detected at the level of 
both homo and heter-dimers (Berchiche et al., 2007; Percherancier et al., 2005; Sohy et al., 
2007). Such dimerization has been proposed to be responsible for the negative ligand binding 
cooperativity and cell signaling cross-talk observed for the CXCR4 and CCR2 in T lymphocytes 
(Rodriguez-Frade et al., 2004; Sohy et al., 2007) 
Given the recent suggestions that class A GPCR could form tetramers, the present study 
aimed at probing the quaternary arrangement of CXCR4 and CCR2. For this purpose, bi-
molecular fluorescence and luminescence complementation assays (BiFC; BiLC) were combined 
to BRET analysis to assess the possible formation of CXCR4 and CCR2 homo and hetero-
tetramers. In addition to demonstrate that homo-dimers of CXCR4 can assemble with either a 
CCR2 homo-dimer or another CXCR4 homo-dimer to form hetero-tetramers, our study shows 
that selective binding of MCP1 to CCR2 promote conformational rearrangement of the 
CCR2/CXCR4 hetero-tetramers that lead to the engagement of both Gαi and βarrestin by the 
hetero-tetramer. This demonstration of the existence of a functional hetero-tetramer provides 
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new structural insight to explain the cross-talk regulation occurring between these two important 





Conformational rearrangement of a CXCR4 homo-dimer upon CCR2 activation 
 
Both CCR2 and CXCR4 have been shown to form homo and hetero dimers in living cells 
and several studies have suggested cross-talk regulation between these two subtypes of 
chemokine receptor. This raises the possibility that CXCR4 and CCR2 may form larger 
oligomeric complexes. To test the possible functional interaction between a dimer of CXCR4 
and CCR2, we assessed the effect of activating CCR2 on the BRET signal between two CXCR4 
receptors fused to RLuc and vYFP respectively. As shown in Figure 1a and as previously 
reported (Percherancier et al., 2005), direct stimulation of cells co-expressing CXCR4-RLuc, 
CXCR4-vYFP with CXCR4 selective ligand stromal derived factor-1 (SDF-1) led to a 
significant increase in BRET., In cells expressing CCR2 in addition to CXCR4-RLuc and 
CXCR4-vYFP  stimulation with the CCR2-specific ligand, monocyte chemoattractant protein-1 
(MCP-1), also induced an increase in BRET between the two CXCR4 protomers in a dose-
dependent manner (Figure 1b).  The EC50 of MCP-promoted BRET (0.42nM) was similar to 
the reported Kd of the ligand for CCR2 (Charo et al., 1994; Myers et al., 1995). The selectivity 
of action of MCP-1 on the CCR2 receptor is further confirmed by the fact that no significant 
change in BRET was observed following MCP-1 stimulation in cells expressing only the 
CXCR4-Rluc/CXCR4-vYFP BRET pair (Figure 1c). These results indicate that CCR2 activation 
affects the CXCR4 complex either by modulating the conformation of the dimer or promoting 
dimerization.  No such effect was observed upon activation of an unrelated GPCR, the D2-
dopamine receptor, expressed at similar cell surface expression level (Supplementary Fig. 1) 




Activation of CCR2 promotes conformational rearrangements of a CXCR4-CCR2 
hetero-oligomer   
 
Although we cannot rule out that such effect could result from cross-talk regulation as a 
consequence of CCR2 down-stream signaling, these data are consistent with the possible 
formation of a complex between CCR2 and a dimer of CXCR4. To directly test this latter 
hypothesis, we combined protein complementation and BRET in a single assay (Guo et al., 2008; 
Heroux et al., 2007; Martel et al., 2010). The protein complementation assay (PCA) used is 
based on the ability of two fragments of RLuc to reconstitute a luminescent protein when brought 
in close proximity (Stefan et al., 2007). The “Split RLuc” L1 and L2 fragments (see 
Supplementary Fig. 2a) were fused to two CXCR4 constructs and the ability of co-expressed 
CXCR4-L1, CXCR4-L2 to generate a luminescent signal and to yield a BRET signal with a 
CCR2-vYFP were assessed. Co-expression of CXCR4-L1 and CXCR4-L2 led to a robust 
luminescent signal whereas no luminescence signal was observed when each of the constructs 
were expressed individually (Supplementary Fig. 2b) confirming that the receptor can form 
homo-dimers. In cells expressing CXCR4-L1, CXCR4-L2 and CCR2-vYFP, a robust basal 
BRET signal was detected, and stimulation of the cells with MCP-1 led to a significant increase 
in the BRET signal (Figure 2a) indicating that ligand engagement promotes a rearrangement of a 
ternary complex composed minimally of a dimer of CXCR4 and a monomer of CCR2. The 
selectivity of this effect was confirmed by the observation that stimulation with quinpirole 
(Figure 2b) of cells co-expressing the D2-dopamine receptor did not promote any modulation of 
the marginal BRET signal observed between CXCR4-L1/L2 and D2R-vYFP. Interestingly, the 
absence of signal obtained with the D2R-vYFP rule out the possibility that any Gi coupled 
receptor could promote the rearrangement observed within the CXCR4 dimer as does the Gi 







Stoechiometry of CXCR4 hetero and homo-complexes  
 
The above results suggest the formation of an oligomeric complex between a dimer of 
CXCR4 and at least a monomer of CCR2 and would be consistent with the possibility that the 
complex may be formed by the association between homo-dimers of CXCR4 and CCR2. This 
possibility is further supported by the fact that similarly to CXCR4, CCR2 has been shown to 
form homo-dimers (El-Asmar et al., 2005; Percherancier et al., 2005). To test the possible 
formation of an hetero-tetramer composed of CXCR4 and CCR2 homo-dimers, we extended the 
PCA-BRET assays to include split RLuc and the Split vYFP (see V1 and V2 fragments in 
Supplementary Fig. 3a) constructs that allow to monitor the interaction between 4 partners 
simultaneously (Guo et al., 2008; Rebois et al., 2008). As predicted form the previously reported 
dimerization of CCR2, co-expression of CCR2-V1 and CCR2-V2 led to the reconstitution of 
vYFP yielding a robust fluorescent signal whereas the expression of each fragment individually 
did not (Supplementary fig 3b).  As shown in Figure 3a, co-expressing CXCR4-L1, CXCR4-
L2, CCR2-V1, and CCR2-V2, led to a significant BRET signal that was modulated upon 
activation of CCR2. Indeed, as was the case when considering only the ternary complex CXCR4-
L1-CXCR4-L2-CCR-2vYFP, MCP-1 led to a significant increase of the BRET between CXCR4-
L1/L2 and CCR2-V1/V2. These results are consistent with the existence of a hetero-oligomeric 
complex composed of at least two CXCR4 and two CCR2 molecules. In cells co-expressing 
CXCR4L1/L2 with D2R-V1/V2, quinpirole failed to promote any modulation of the very weak 
BRET signal detected (Figure 3b), confirming the selectivity of the interactions. Yet, a robust 
fluorescence signal was reconstituted by the co-expression of D2R-V1 and D2R-V2 confirming 
that these receptors can form at least homo-dimers (Guo et al., 2008) (Supplementary fig 3b).    
 
The observation that hetero-oligomers forming at least a tetramer composed of two CCR2 
and two CXCR4 raises the question of the stoechiometry of the homo-oligomers described for 
these chemokine receptors that were previously assumed to be dimers. To assess the formation of 
higher order homo-oligomers we used ‘two split-BRET’ assays. Co-expressing CXCR4-L1, 
CXCR4-L2 with CXCR4-V1 and CXCR4-V2 (Figure 4a), yielded a significant BRET signal 
(See inset) that was increased in a dose dependent manner by SDF-1. Once more and as shown 
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in Figure 2b and Figure 3b, no agonist-modulated BRET could be observed between CXCR4-
L1/L2 and D2R-V1/V2 (Figure 4b). These results therefore indicate that CXCR4 can form 
homo-oligomers that can include at least 4 receptor molecules.   
 
Engagement of G proteins and βarrestin by a CXCR4/CCR2 hetero-oligomer 
 
To determine if the CXCR4/CCR2 oligomers could engage their cognate G protein, we 
first assessed the ability of a homo-dimer of CXCR4 to engage Gαi1 by monitoring the BRET 
between CXCR4-V1/V2 and Gαi1-Rluc in a series of PCA-BRET assays. For this purpose, Gαi1 
constructs harboring Rluc in three different positions of the Gα subunit, that correspond to 
flexible loops (Gαi1-Rluc91, Gαi1-Rluc122 and Gαi1-Rluc60) (Figure 5a) (Gales et al., 2006) 
have been used. As shown in Figure 5b, activation of CXCR4 with SDF-1 led to an increase in 
BRET between CXCR4-V1/V2 and either Gαi1-Rluc91 or Gαi1-Rluc60 and a reduction in BRET 
between CXCR4-V1/V2 and Gαi1-Rluc122. These data demonstrate that receptor activation by 
SDF-1 promotes the engagement of Gαi1 to a dimer of CXCR4. The difference in the orientation 
of the BRET changes observed depending of the position of Rluc within the Gα subunit, 
indicates that the BRET changes corresponds to a conformational reorganization of the CXCR4-
Gαi1 oligomeric complex that leads to distinct changes in distance/orientation between the split 
vYFP attached to CXCR4 and the Rluc present in different loops of Gαi1 (Gales et al., 2006).  
 
To determine whether the activation of a hetero-oligomer could also lead to the 
engagement of a G protein, we assessed the effect of MCP-1 stimulation on the BRET between 
CXCR4-V1/V2 and Gαi1-Rluc91 in cells co-expressing WT CCR2. As shown in Figure 6a, 
activation of the CCR2 receptor promoted a significant BRET increase between the CXCR4 
dimer and Gαi1. No such increase was observed in cells that were not co-transfected with CCR2. 
The selectivity of the effect was further supported by the fact that quinpirole stimulation of cells 
expressing the D2R to levels comparable to CCR2 (Supplementary Fig.4a) did not promote any 




To determine if the MCP-1 promoted increase in BRET between the CXCR4 and Gαi1 
resulted from an engagement of the G protein to the CXCR4 itself or to the CCR2 within the 
hetero-oligomer, we took advantage of a mutant form of the CXCR4 which is largely uncoupled 
from Gαi. CXCR4-N119K has been previously shown to be compromised in its ability to 
promote GTPγS binding despite a normal cell surface expression (Berchiche et al., 2007) The 
compromised coupling of CXCR4-N119K to Gαi was confirmed by the inability of SDF-1  to 
promote a BRET increase between the receptor and Gαi1, in contrast with the robust SDF-1-
promoted BRET observed between the WT CXCR4 and Gαi1 (Figure 7a). When this Gαi-
coupling compromised CXCR4-N119K-vYFP was co-expressed with Myc-CCR2 and Gαi1-
Rluc91, the MCP1-promoted BRET between CXCR4-N119K and Gαi1 was greatly reduced (and 
did not reach statistical significance) in comparison with what is observed with the WT-CXCR4-
YFP (Figure 7b). These data indicate that the engagement of Gαi1 to the hetero-oligomer upon 
CCR2 activation involves a coupling between CXCR4 and the G protein.  
 
To further characterize the ability of the homo and hetero-oligomers to interact with 
downstream effectors, we also assessed the recruitment of βarrestin-2 to homo and hetero-
oligomers of CXCR4 and CCR2.  As shown in Figure 8, SDF-1 and MCP-1 stimulation 
promoted a time dependent increase in BRET between Rluc-βarrestin-2 and either CXCR4-
V1/V2 (Figure 8a) or CCR2-V1/V2 (Figure 8b) indicating that βarrestin-2 could be recruited to 
a homo-dimers of both CXCR4 and CCR2. Upon co-expression of CCR2, activation by MCP-1 
also led to a BRET increase between the CXCR4 dimer and βarrestin-2 (Figure 9a). 
No effect of MCP-1 was observed in cells co-expressing CXCR4-V1/V2 and βarrestin2-
Rluc in the absence of CCR2 (Figure 9b). In cells co-expressing the D2R to the same level 
(Supplementary Fig.4b), quinpirole stimulation, which promotes βarrestin-2 recruitment to the 
D2R  (Masri et al., 2008) did not promote any BRET between CXCR4 and βarrestin-2, 
confirming the selectivity of CCR2 to promote the engagement of βarrestin-2 by CXCR4 (figure 
9b). These data indicate that as is the case for the G protein, βarrestin can be engaged by a 




To determine the effect of the G protein uncoupling mutation on the ability of the hetero-
oligomer to recruit βarrestin-2, the effect of SDF-1 and MCP-1 was assessed in cells co-
expressing CCR2, Rluc-βarrestin-2 and either CXCR4-vYFP or CXCR4-N119K-vYFP. As 
shown in Figure 10a, stimulation with SDF-1 promoted a significant time dependant BRET 
increase between CXCR4-vYFP and RlucII-βarrestin-2 but failed to promote any BRET between 
RlucII-βarrestin and CXCR4-N119K-vYFP, indicating that the mutation also dramatically 
affected the ability of CXCR4 to directly recruit βarrestin. Also, MCP-1 was found to promote a 
time dependant engagement of RLucII-βarrestin to CXCR4-vYFP, confirming the recruitment of 
βarrestin-2 to a CXCR4-CCR2 hetero-dimer in response to the activation of a single protomer. 
Interestingly, the MCP1-promoted BRET between RlucII-βarrestin and CXCR4-N119K-vYFP 
was found to be potentiated by the mutation. These data indicate that the N119K mutation within 
CXCR4 differentially affect the ability of each receptor subtype to promote the recruitment of 
βarrestin to the hetero-oligomer.  
 
DISCUSSION 
  In the present paper we demonstrated that homo- and hetero-oligomeric assemblies of 
CXCR4 and CCR2 receptors including up to 4 receptor molecules can engage both G proteins 
and βarrestin upon agonist stimulation indicating that they represent functional forms of the 
receptor. The hetero-oligomer was found to be formed by at least 2 CXCR4 and 2 CCR2 
molecules suggesting that the quaternary structure may result from the assembly of two homo-
dimers. The existence of dimers of both CXCR4 and CCR2 has previously be reported both in 
heterologous expression systems (Babcock et al., 2003; Berchiche et al., 2007; Issafras et al., 
2002; Percherancier et al., 2005)as well as memory T cells (Sohy et al., 2007) and in peripheral 
blood mononuclear cells (PBMC) (Rodriguez-Frade et al., 2004) where the two receptors are 
endogenously expressed. Such oligomeric assembly has been proposed as the basis of negative 
binding cooperativity between the receptor subtypes (El-Asmar et al., 2005). The negative 
binding cooperativity has been shown to have functional consequences since binding of an 
antagonist to one of the receptor subtypes blocks the signalling activity of the other subtype 
(Sohy et al., 2007). At the patho-physiological level, the hetero-oligomerization has been 
proposed as an explanation for the observation that inactivating CCR2 antibodies that do not 
  
108
have intrinsic signalling activity, block the CXCR4-mediated infection by a T-tropic X4 HIV-1 
strain (Rodriguez-Frade et al., 2004). Our observation that selective binding of MCP to the 
CCR2 promotes a conformational change within the CXCR4 dimer provides molecular and 
structural bases underlying an allosteric trans-receptor regulatory mechanism. The fact that the 
trans-receptor conformational rearrangement can occur between two dimers and not necessarily 
within a simple hetero-dimer provides a new structural basis to interpret the functional cross-talk 
occurring between the two receptor subtypes. Interestingly, the conformational change is not 
only transmitted to the dimer but also to the Gαi engaged by the empty receptor dimer supporting 
the notion that trans-dimer allosteric regulation can have signalling repercussions.  
 
Although oligomer of higher order than dimers have also been suggested for other 
GPCRs including the D2 dopamine (Guo et al., 2008), metabotropic GABA (Maurel et al., 
2008), M2-muscarinic (Park et al., 2002), β2-adrenergic, (Fung et al., 2009) and rhodospsin 
(Fotiadis et al., 2003), our data provide the first direct evidence documenting conformational 
changes occurring within a tetramer upon ligand binding.  The ligand-promoted change in BRET 
observed between the Rluc and vYFP that were reconstituted by the homodimerization of 
CXCR4 and CCR2 respectively could result either from a conformational rearrangement 
resulting directly from the binding of the ligand or as a downstream consequence of the 
recruitment of signalling partners or accessory proteins. Although it is difficult to distinguish 
between these two possibilities, the fact that the ligand-promoted BRET changes could also be 
seen in washed membrane preparations in which the CXCR4 and CCR2 cognate G protein, Gi, 
was inactivated by pertusis toxin treatment (data not shown) favours the former. In either case, 
our data clearly indicate the functional engagement of minimally a hetero-tetramer upon 
activation of only one of the receptor subtype present in the complex.   
   These data raise the question of the quaternary arrangement of the GPCR hetero-
oligomers. Hetero-dimers are generally seen as the assembly of two distinct GPCR monomers. 
However, our data raise the possibility that hetero-oligomers may represent the assembly 
between two homo-dimers. Given that several studies indicate that dimers are required for ER 
exit and may be involved in hydrophobic mismatch ER quality control, the data suggest that the 
homo-dimers may represent the simplest building block of GPCR and that hetero-oligomers 
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result from the assembly of distinct homo-dimers. This has obvious implications on the structural 
arrangements of the oligomers. The formation of hetero-oligomers from homo-dimers would 
imply that distinct interfaces are used for homo-dimerization and hetero-oligomerization. For the 
D2R, distinct symmetrical interface involving TMV-TMV and TM1-TMI contacts have been 
proposed as the basis for a higher order oligomer (Guo et al. 2008). The recent resolution of the 
3D structure of CXCR4 revealed that the receptor can form homo-dimers. The five structures 
obtained in the presence of two distinct ligands presented very similar interface involving trans-
membrane domains V and VI (Wu et al., 2010). Further work will be needed to determine the 
interfaces involved in a hetero-tetramer.  
 
 The MCP1-promoted increase in BRET between the CXCR4 and CCR2 dimers 
could represent either a conformational rearrangement within a pre-existing hetero-tetramer or an 
increase in the number of hetero-tetramers formed. Current technologies do not allow 
differentiating between these possibilities and a possible dynamic regulation between dimers and 
tetramers cannot be excluded. The fact that homo-tetramer of CXCR4 could also be observed 
and that stimulation with SDF1 also lead to a dose-dependent increase in BRET similar to the 
one observed for the CXCR4-CCR2 hetero-tetramer may indicate that the increases observed do 
not results from a dynamic equilibrium between dimers and tetramers but rather from  
conformational changes. On the other hand, the existence of a dynamically regulated equilibrium 
between homo-dimers and hetero-tetramers could explain why the extent of negative 
cooperativity observed between CXCR4 and CCR2 did not perfectly fit with a hetero-dimeric 
model (Sohy et al., 2007). It should also be noted that our data indicate that at least tetramers can 
form but does not exclude the possibility that higher order structure complexes may form. Based 
on the atomic force microscopy images obtained for rhodopsin in retinal membranes (Fotiadis et 
al., 2003), it has been proposed that GPCRs could form rows of dimers organized in a daisy 
chain type structure (Guo et al., 2008; Liang et al., 2003; Lopez-Gimenez et al., 2007).  
 
In any case, the functional relevance of a hetero-tetrameric complex between CXCR4 and 
CCR2 is supported by the observation that activation of CCR2 by MCP1 promoted BRET 
between the CXCR4 dimer and Gαi1. Interestingly this CCR2-promoted engagement of Gαi1 
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required a functional CXCR4 since the N119K mutation, which prevents CXCR4 coupling to Gi, 
inhibited the MCP1-stimulated BRET between CXCR4 and Gαi1.  It follows that the MCP1-
promoted BRET increase did not result simply from the engagement of Gαi1 to CCR2 without 
the involvement of CXCR4 (only bringing Gαi1 in close proximity of CXCR4) but also involved 
the trans-activation of CXCR4. No agonist-promoted BRET between the CXCR4 dimer and Gαi 
was promoted by the activation of another Gi-coupled receptor, the D2R, further supporting the 
specificity of the effect observed.  The occurrence of cross-dimer regulation upon CCR2 
activation is supported by the observation that MCP1 also promoted a BRET increase between 
two CXCR4 molecules in the complex consistent with the notion that the conformational 
changes imposed to CCR2 upon MCP1 binding were transmitted to the CXCR4 dimer. 
 
GPCR trans-regulation within homo-dimer, whereby binding to one protomer induces 
conformational changes to both monomers, has been previously proposed for the BLT1R 
(Damian et al., 2006)and D2R (Han et al., 2009). Similarly, trans-receptor conformational 
changes were reported for the µ-opioid receptor/α2adrenergic receptor hetero-dimer upon 
activation of the µ-opioid receptor (Vilardaga et al., 2008).  However, to our knowledge our 
study is the first to document trans-regulation of GPCR within a tetramer. In the case of the 
BLT1R homodimer, it has been proposed that activation of the agonist-bound protomer is 
sufficient to activate the G protein (Damian et al., 2008). In contrast, for the D2R, it has been 
suggested that activation of the G protein can occur through the trans-activated ligand-free 
protomer (Han et al., 2009). In the present study, we cannot determine whether one, two or more 
hetero-trimeric G proteins are recruited to the CXC4-CCR2 hetero-tetramer. As such, we cannot 
determine if the activation of the ligand-bound CCR2 dimer can functionally engage Gi on its 
own in the tetramer. However, our data clearly indicate that the coupling integrity the unliganded 
CXCR4 dimer is required for the optimal engagement of Gαi1 by the complex upon CCR2 
activation since the N119K mutation inhibited the MCP1-promoted BRET between CXCR4 and 
Gαi1 clearly supporting some form of trans-activation of the unliganded protomers. This is in 
sharp contrast with what was observed for the recruitment of βarrestin. The N119K mutation in 
CXCR4 also prevented the recruitment of βarrestin to CXCR4 in response to SDF1, consistent 
with the notion that the G proteins and βarrestins may share similar binding sites on the receptor 
intracellular surface (Gurevich and Gurevich, 2006). However, the same mutation did not inhibit 
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the CCR2-promoted BRET between βarrestin-2 and CXCR4 clearly indicating distinct mode of 
engagement for Gαi1 and βarrestin-2 to the CCR2-CXCR4 hetero-oligomer.  
 
The present incursion in the quaternary structure of GPCR was made possible by the use 
of BiLC and BiFC in combination with BRET. Despite the power of these assays to monitor both 
constitutive and dynamically regulated multi-protein interactions, one limitation imposed by the 
technique, is the fact that once associated, the two fragments of vYFP cannot readily dissociate. 
It is therefore important to consider that no dynamic regulation of the dimers reconstituting 
vYFP can be monitored. Since both CXCR4 and CCR2 were previously shown to form 
constitutive dimers, this is of little consequence for our study. In addition, in contrast, to the 
vYFP fragments, the association of the Rluc fragments used in the present study is easily 
reversible and the Rluc complementation can be dynamically regulated (Stefan et al., 2007). It 
follows that any competition between CXCR4R-L1 and CCR2-V1/V2 or CXCR4-V1/V2 to 
associate with CXCR4-L2 would have resulted in a loss of BRET. Therefore, the detection of 
both constitutive and agonist-promoted BRET between CXCR4-L1/L2 and CCR2-V1/V2 or 
CXCR4-V1/V2 clearly demonstrates the formation of true tetrameric complexes that were not 
forced by the complementation assays.  
 
In conclusion, our study clearly demonstrates that CXCR4 and CCR2 can form both 
homo and hetero-oligomers composed of at least 4 protomers. Such tetramers composed of either 
4 molecules of CXCR4 or 2 molecules of CCR2 and 2 molecules of CXCR4 can reach the 
plasma membrane where their cognate ligands can promote conformational rearrangement of the 
oligomeric complex. Both Gαi1 and βarrestin 2 can be engaged by the CXCR4-CCR2 hetero-
oligomeric complex in response to the activation of only one of the two receptor subtypes 
confirming the functionality of the complex. Such quaternary arrangement, offers novel 
structural basis to explain the cooperative allosteric regulation observed for CXCR4 and CCR2 





MATERIAL AND METHODS 
 
Plasmids 
All fusion proteins in this study were subcloned in the pcDNA3.1 vector (Invitrogen, 
Carlsbad, CA, USA). CXCR4-L1 was PCR amplified and inserted into NotI-ClaI sites of the 
PKA-F(1) described in (Stefan et al., 2007). RlucII was derived from Renillia luciferase 
where two punctual mutations (C124A and M185V) were introduced  by side change PCR. 
The last 606 nucleic acids of RlucII construct were PCR amplified and inserted into ClaI-
XbaI sites of the CXCR4-L1 construct described above to generate CXCR4-L2. D2s-V1 and 
D2s-V2 were a generous gift from Dr. Javitch and have been described in (Guo et al., 2008). 
To generate CXCR4-V1, CCR2-V1, CXCR4-V2 and CCR2-V2, cDNA of CXCR4 and CCR2 were 
PCR amplified and subcloned into the HindIII restriction sites ofD2s-V1 and D2s-V2, 
respectively. . To generate the Myc-tagged receptors, CCR2 and D2s were PCR amplified 
with a 5’ oligonucleotide containing the Myc sequence gagcagaagctgatcagcgaagaggacctg 
and subcloned into the HindIII-XbaI restriction sites of the pcDNA3.1 vector. CXCR4-Rluc 
and CXCR4-YFP are described in (Percherancier et al., 2005). CXCR4-YFP-N119K is 
described in (Berchiche et al., 2007). Gαi91-RLuc, Gαi122-RLuc and Gαi60-RLuc are 
described in (Gales et al., 2006). To generate CCR2–vYFP and D2s-vYFP, the vYFP encoding 
sequence was PCR amplified and inserted into XhoI-XbaI restriction sites from CCR2-V1 
and D2s-V1 described above. The BRET-cAMP biosensor, GFP10-EPAC-Rluc2, was 
previously published (Leduc et al. J. Pharmacol. Exp. Ther. 2009, 331:297–307) 
 
Cells culture and transfection 
HEK293s cells were maintained in Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM) 
supplemented with 5% foetal bovine serum, 100 U/mL penicillin/streptomycin and 2 mM 
L-glutamine (Wisent, Qc, Canada) and incubated at 37°C in 5% CO2. 24 h before transfection, 
cells were seeded at a density of 500,000 cells per well in 6-well dishes. 48 h before 
experiment, cells were transfected using polyethylenimine 25 kD linear (PEI;Polysciences, 
Warrington, PA, USA) at 3:1 PEI/DNA ratio. Each of the expression vectors was diluted in 
  
113
150 mM NaCl and the total quantity of DNA was completed at 3ug with Salmon Sperm DNA 
(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). Except for the G protein experiments, after overnight 
incubation, transfection medium was replaced with fresh DMEM for 4 h to allow cell recovery. 
Transfected cells were then detached and seeded in 96-well white plates (Cultur-plate, 
PerkinElmer) pre-treated with polyornitine (Sigma–Aldrich, St. Louis, MO, USA) and left in 
culture for an additional 24 h before being processed for BRET assay. 
 
BRET measurements 
Except for the G proteins experiments, transfected cells were washed twice with 
phosphate buffered saline (PBS) directly in the 96-well culture plates, and kept in 100μl of 
PBS. For the G protein experiments, cells were washed twice, detached, and resuspended in PBS. 
100,000 cells per well were distributed in 96-well microplate (Optiplate, PerkinElmer). The 
expression level of the energy acceptor (vYFP or split-vYFP) tagged proteins were measured as 
total fluorescence using a FlexStationII microplate reader (Molecular Devices, Sunnyvale, CA, 
USA) with an excitation filter at 480 nm and an emission filter at 530 nm. The expression level of 
the energy donor (Rluc) tagged protein was measured 10 min after addition of 5 μM 
coelenterazine h (NanoLight Technology) using a Mithras LB940 microplate reader (Berthold 
Technologies, Bad Wildbad, Germany) and BRET readings were then collected with a sequential 
integration of the donor emission at 485±20 nm and acceptor emission at 530±20 nm. BRET 
signals were derived from the emission detected with the energy acceptor filter divided by 
the emission detected using the energy donor filter. Finally, the specific BRET signal was 
obtained by substracting the BRET signal obtained with Rluc alone. 
 
Surface ELISA 
Cells were transfected directly in black, clear bottom 96-well microplates (Cultur-
plate, PerkinElmer) pre-treated with polyornitine (Sigma–Aldrich, St. Louis, MO, USA) in 
parallel of the transfection done for the BRET experiments. The day of the experiment, cells 
were fixed 5 minutes with 3% Paraformaldehyde (PFA), then mouse anti-Myc 9E10 
primary antibody was added for 30 minutes. Horseradish (HRP)-conjugated sheep IgG anti-
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mouse Ab (GE Healthcare) was added for 30 minutes and total luminescence measured 
with a Mithras LB 940 microplate reader 6 minutes after the addition of the HRP Substrate 
superSignal West Femto (Thermo-scientific). 
 
EPAC assay 
To follow cellular cAMP level, BRET2 -EPAC biosensor was used. Cells were 
transfected with 500ng-1μg of receptor and 50ng of EPAC biosensor directly in 96-well 
microplates (Cultur-plate, PerkinElmer) pre-treated with polyornitine (Sigma–Aldrich, St. 
Louis, MO, USA). The day of the experiment, transfected cells were washed twice directly in 
the 96-well culture plates, with PBS and kept in PBS. CCR2 and CXCR4 ligands, MCP-1 
(200nM) or SDF-1 (200nM) were added 5 minutes before 20 μM Forskolin (List Biological 
Laboratories Inc.). 10 minutes after, coelenterazine 400A (Biotium, Hayward, CA, USA) was 
added and readings started 2 min after. BRET ratio were measurement with a Mithras LB 
940 microplate reader. 
 
Statistical analysis 
Statistical significances of the differences between two conditions were assessed by 
student t-test and differences between multiple conditions (>3) by one way ANOVA 
followed by Bonferroni’s multiple comparison test. Asterisks indicates significant difference 
*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001. No asterisks means p>0,05. All the tests have been carried out 
with the PrismTM 4.0 software (GraphPad Software, La Jolla, CA, USA). 
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Figure 1: Cis and trans-conformationnal rearrangement of a dimer of CXCR4 
dimers assessed by BRET. HEK293 cells were transfected with CXCR4-Rluc and CXCR4-
vYFP in the absence (control) or presence of Myc-CCR2 or Myc-dopamine D2 receptor (Myc-
D2), as indicated. (a) Cells were stimulated with increased concentration of SDF-1 (a) or MCP-1 
(b), and BRET measured following the addition of coelenterazine-h dose dependently  increases 
the BRET signal in HEK-293-T cells transfected with CXCR4-Rluc and CXCR4-vYFP (Ec50 = 
17 nM) The result Shown shown in (a) is representative the result of one reprensentative 
experiment done in triplicate (EC50 = 17 nM). (b) MCP-1 promotes a dose dependent 
conformational change between CXCR4-Rluc and CXCR4-vYFP in cells cotransfected with 
Myc-CCR2. Results in (b) are the average +/- SEM of five independant independent experiments 
done in triplicate. (Ec50EC50 = 0,42 nmnM) (c) Cells were stimulated with that are not 
transfected with Myc- CCR2 or transfected with the unrelated Myc-dopamine D2 receptor 
showed no significant increase in the BRET signal between CXCR4-Rluc and CXCR4-vYFP 
upon MCP-1 (1μM) or quinpirole (1μM, negative control) stimulation  respectively compared to 
. Results shown are the maximal increase in BRET signal elicited at the dose indicated  over 
vehicule value, and are the mean +/- SEM of three independant experiment done in triplicate. 
Statistical analysis were was carried out by One-way ANOVA followed by Bonferroni’s multiple 
comparison test . Asterisks indicates significant difference between the CXCR4-RLuc / CXCR4-


























Figure 2: Direct trans conformational change between CCR2 and a dimer of 
CXCR4 assessed by BRET-BiLC. HEK293 cells were transfected with CXCR4-L1 and 
CXCR4-L2 along with either CCR2v-YFP (a) or D2-vYFP (b). Cells were stimulated with the 
vehicle (Veh), 1μM MCP-1 or 10μM quinpirole, as indicated, and BRET measured. (a) A strong 
basal BRET signal detected in cells transfected with CXCR4-L1/L2 and CCR2v-YFP was 
further increased significantly upon MCP-1 (1μM) stimulation. (b) Cells transfected with 
CXCR4-L1, CXCR4-L2 and D2 v-YFP displayed a weaker signal that was not increased by 
quinpirole (10μM) treatment. Statistical analysis were carried out with Student t test . Asterisks 
indicates significant difference between treated and untreated conditions.*p<0,05, **p<0,01, 


































Figure 3: Direct trans conformational change between a dimer of CCR2 and a dimer 
of CXCR4 assessed by BRET-BiLC-BiFC. HEK293 cells were transfected with CXCR4-
L1/CXCR4-L2 pair and either the CCR2-V1/CCR2-V2 pair (a) or the D2-V1/D2-V2 pair (b, 
negative control). Cells were stimulated or not (Veh) with 1μM MCP-1 (a) or 10μM quinpirole 
(b) and BRET measured. The basal BRET signal detected between CXCR4-L1/L2 and CCR2-
V1/V2 was further increased by MCP-1 treatment (1μM). (b) Cotransfection CXCR4-L1/L2 
along with the control receptor D2-V1/V2 displayed a weaker signal that was not further 
increased by quinpirole (10μM). Statistical analysis were was carried out with Student t test . 
Asterisks indicates significant difference between treated and untreated conditions. *p<0,05, 



































Figure 4: Conformationnal rearrangement between 4 protomers of CXCR4 assessed 
by BRET-BiLC-BiFC. HEK293 cells were transfected with CXCR4-L1/CXCR4-L2 pair and 
either the CXCR4-V1/CXCR4-V2 pair or the D2-V1/D2-V2 pair, as indicated. (a) Cells were 
stimulated with increased concentration of SDF-1 dose dependently  increases the BRET signal 
in cells transfected with CXCR4-L1/L2 and CXCR4-V1/V2 and ligand induced BRET measured 
(ECc50 = 3,8 nM). Shown are tThe datas shown are the mean +/- SEM of six experiments done in 
triplicate and represented over the unstimulated values. Inset shows the absolute values of the 
basal energy transfer detected at 530nm in the presence of CXCR4-L1/CXCR-L2/CXCR4-
V1/CXCR-V2 compared to CXCR4-L1/CXCR4-L2 alone.  (b) Cells were stimulated with either 
1μM SDF-1 or 10μM quinpirole  and the ligand indiced BRET measured. No significant 
increase in BRET signal was detected in cells coexpressing CXCR4-L1/L2 and D2-V1/V2 upon 
SDF-1 (1μM) treatment nor quinpirole (10μM) compared to CXCR4-L1/L2 and CXCR4-V1/V2 
stimulated by SDF-1(1μM). Statistical analysis were was carried out by One-way ANOVA 
followed by Bonferroni’s multiple comparison test . Asterisks indicates significant difference 
between CXCR4-L1/CXCR-L2/, CXCR4-V1/CXCR-V2 upon SDF-1 stimulation and the two 





























Figure 5: SDF-1 induced engagement of Gαi1 by CXCR4 dimer. (a) Tri-dimensional 
representation of Gαi1 structure (pdb 1C1P) depicting the three positions of RLuc insertion: 
Glycine (G) 60, Leucine (L) 91,  and Glutamate (E) 122. (b) Cells were transfected with 
CXCR4-V1/CXCR4-V2 pair with either Gαi1-60-RLuc, Gαi1-91-RLuc or Gαi1-122-RLuc. Cells 
were stimulated or not (Veh) SDF-1 (200nM) and  promoted BRET measuredincrease between 
CXCR4-V1/V2 and Gαi160-RLuc or Gαi191-RLuc and a decrease in BRET between CXCR4-
V1/V2 and Gαi1122-RLuc. Statistical analysis were carried out with Student t test . Asterisks 
indicates significant difference between treated and untreated conditions *p<0,05, **p<0,01, 



































Figure 6: CCR2 promoted trans-regulation between Gαi1 and a dimer of CXCR4. 
HEK293 cells were transfected with CXCR4-V1/CXCR4-V2/Gαi1-91-RLuc (control) along with 
either (a) CCR2 (a) or Myc-D2 (b). Cells were then stimulatedion or not (Veh) with either by 
MCP-1 (200nM) or promoted a BRET increase between Gαi191-RLuc and CXCR4-V1/V2. (b) 
No significant increase in BRET signal between Gαi191-RLuc and CXCR4-V1/V2 was detected 
upon MCP-1 (200nM) stimulation in absence of cotransfected receptor or when the cotransfected 
Myc-D2 was treated with quinpirole (10μM), as indicated compared to vehicule condition. 
Results are the average mean +/- SEM of three independant independent experiments done in 
triplicate. Statistical analysis were carried out with Student t test. Asterisks indicates significant 
difference between treated and untreated condition. *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001. No 

































Figure 7: Implication of CXCR4 in CCR2 promoted Gαi engagement to CXCR4-
CCR2 hétérocomplexheterocomplex. (a) Cell were transfected with Gαi1-91-RLuc and either 
CXCR4-vYFP or CXCR4-N119K-YFP. Cells were then stimulated or not (Veh) with 200nM 
SDF-1 and BRET measured(200nM) promoted BRET increase between Gαi191-RLuc and 
CXCR4-vYFP is impaired when CXCR4-YFP asparagine 119 is mutated into lysine (N119K). 
(b) Cell were transfected with Gαi1-91-RLuc and CCR2, along with either CXCR4-vYFP or 
CXCR4-N119K-YFP. They were then CCR2 stimulatedion by with (Veh) or without 200nM 
MCP-1 (200nM) promoted a BRET increase between Gαi191-RLuc and CXCR4-vYFP that was 
significantly reduced when using CXCR4-N119K-vYFP. Results are the average +/- SEM of 
four independant independent experiments done in triplicate. Statistical analysis were carried out 
by One-way ANOVA followed by Bonferroni’s multiple comparison test . Asterisks indicates 
significant difference between stimulated and unstimulated conditions in (a) and between 
CXCR4-vYFP wt Vs vs CXCR4-N119K-vYFP stimulated conditions (b), as indicated. *p<0,05, 































Figure 8: Agonist promoted recruitment of β-arrestin2 to CXCR4 dimer and CCR2 
dimer. Cells were transfected with RLucII-β-arrestin2 and either CXCR4-V1/CXCR4-V2 pair 
(a) or CCR2-V1/CCR2-V2 pair (b). Cells were stimulated with either 200nM SDF-1 (a) or 
200nM MCP-1 (b200nM) promoted time dependant recruitment of RLucII-β-arrestin2  to CCR2-




































Figure 9: CCR2 promoted recruitment of β-arrestin2 to CXCR4-CCR2 
heterocomplex. 
Cells were transfected with RLucII-β-arrestin2 and CXCR4-V1/CXCR4-V2 pair with or 
without (control) Myc-CCR2 (a) or Myc-D2 (b). Cells were then stimulated or not (Veh) with (a) 
CCR2 stimulation by 200nM MCP-1 or 10μM quinpirole, as indicated. (200nM) promoted a 
BRET increase between RLucII-β-arrestin2 and CXCR4-V1/V2. Results are the average +/- 
SEM of three independant experiments done in triplicate. (b) No significant increase in BRET 
signal between RLucII-β-arrestin2 and CXCR4-V1/V2 was detected upon MCP-1 (200nM) 
stimulation in absence of cotransfected receptor or when the cotransfected Myc-D2 was treated 
with quinpirole (10μM), compared to vehicule condition. Statistical analysis were carried out 
with Student t test. Asterisks indicates significant difference between treated and untreated 































Figure 10: CXCR4 N119K differentially regulates SDF-1 and MCP-1 mediated β-
arrestin2 recruitment to CXCR4-CCR2 heterodimer. Cells were transfected with RLucII-β-
arrestin2 and Myc-CCR2 along with either CXCR4-vYFP or CXCR4-N119K-vYFP. Cells were 
then stimulated with 200nM of either SDF-1 (a) or MCP-1 (b) for the indicated time. (a) SDF-1 
(200nM) promoted time dependant BRET increase between RLucII-β-arrestin2 and CXCR4-
vYFP is totally impaired with the mutated form of CXCR4 N119K. (b) CCR2 stimulation by 
MCP-1 (200nM) promoted a time dependant BRET increase between RLucII-β-arrestin2 and 
CXCR4-vYFP that was significantly potentiated when using CXCR4-N119K-vYFP. Shown is 


































Supplementary Figure 1. Cell surface expression of Myc-CCR2 and Myc-D2. Cells 
were transfected with CXCR4-RLucII and CXCR4-vYFP along with either Myc-CCR2 or Myc-
D2. Cell surface expression of Myc-tagged CCR2 and D2receptors in presence of cotransfected 
receptors depicted was assessed by ELISA using a . Myc receptors have been detected by mouse 
anti-Myc antibody 9E10 and a secondary rabbit antibody anti-mouse antibody fused to horse 
radish peroxydase., then the tTotal luminescence emitted was counted 10 minutes after substrate 




Supplementary Figure 2. Dimerisation specificity of CXCR4 using BiLC. a) 
Schematic representation of CXCR4 BiLC RLucII encoding DNA fragments, with troncation the 
truncation site indicated. b) Cells were transfected with either CXCR4-L1 or CXCR4-L2 alone, 
or with the CXCR4-L1/CXCR4-L2 pair and luminescence measured.luminescence emmited by 























Supplementary Figure 3. Dimerisation specificity of CXCR4 using BiFC. a) 
Schematic representation of CXCR4 BiFC vYFP DNA fragments with the trouncation site 
indicated. b) Cells were transfected with either the CXCR4-, CCR2- or D2-V1 or -V2 plasmid 
alone, or with the V1/V2 pair, as indicated, and the fluorescence emmitted measured.by the two 





Supplementary Figure 4. Cell surface expression of Myc-CCR2 and Myc-D2. Cells 
were transfected with CXCR4-V1/CXCR4-V2 pair with either Myc-CCR2 or Myc-D2. Cell 
surface expression of Myc-tagged receptors was assessed by ELISA using a mouse anti-Myc 
antibody 9E10 and a secondary rabbit anti-mouse antibody fused to horseradish peroxydase. 
Total luminescence emitted was counted 10 minutes after substrate addition using a 
luminometer, as decribed in Materials and Methods.  
a) and b) Cell surface expression of Myc-tagged CCR2 and D2 in presence of 
cotransfected receptors depicted as assessed by ELISA. Myc receptors have been detected by 
mouse anti-Myc antibody 9E10 and a secondary rabbit antibody anti-mouse fused to horse radish 
peroxydase, then the total luminescence emitted was counted 10 minutes after substrate addition 









Supplementary figure 3 
 
 







Supplementary Figure 5. Fonctionnal caracterisation of the BiLC and BiFC 
constructs generated.; Cells were transfected with the indicated PCA plasmids and their ability 
to inhibit the adenylate cyclise was measured after ligand stimulation using the cAMP BRET 
biosensor production generated by each receptor-fused PCA fragment was tested by RLucII-
EPAC-GFP2 BRET assay. Results shows the percentage of forskolin inhibition and are 





































Site–spécific phosphorylation of CXCR4 is dynamically regulated 




Suite à la liaison de l’agoniste, la désensibilisation des récepteurs est initiée par la 
phosphorylation de résidus serines / thréonines par les kinases des RCPG (GRK) qui permettent 
la liaison de la β-arrestine avec une haute affinité, découplant le récepteur de la protéine G pour 
mettre fin au signal. Cette étude démontre en utilisant la spectrométrie de masse et des anticorps 
phospho-spécifiques que le récepteur de chimiokines CXCR4 est phosphorylé  sur plusieurs 
sérines de son extrémité C-terminale. Les sérines 324 et 325 seraient phosphorylées rapidement 
par la PKC et GRK6 alors que la sérine 339 serait phosphorylée spécifiquement par GRK6 dans 
des temps courts également. La sérine 330 est aussi phosphorylée par la GRK6 mais une 
cinétique plus lente. En utilisant des petites ARN interférents (siRNA) dirigés contre les GRK les 
plus exprimées (GRK2/3/5/6) et contre les deux arrestines, il a pu être démontré dans cette étude 
que GRK2, GRK6 et l’arrestine 3 désensibilisaient préférentiellement la voie du calcium alors 
que GRK3, GRK6 et l’arrestine 3 favoriseraient l’activation des MAPK ERK1/2. Enfin, GRK2 
jouerait un rôle dans l’inhibition des MAPK ERK1/2.  
Le but de cette collaboration a été de distinguer le rôle de la phosphorylation de certains 
résidus sur l’interaction directe des arrestines avec le récepteur CXCR4 en BRET (Figures 11A-
D) 
 
[Note au lecteur : les termes arrestine 2 et 3 seront employés à la place de β-arrestine 1 et 
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ABSTRACT
The chemokine receptor CXCR4 is a widely expressed G protein-coupled receptor that 
has been implicated in a number of diseases including HIV, cancer, and WHIM syndrome, with 
the latter two involving dysregulation of CXCR4 signaling. To better understand the role of 
phosphorylation in regulating CXCR4 signaling, tandem mass spectrometry and phospho-
specific antibodies were used to identify sites of agonist-promoted phosphorylation.  These 
studies demonstrated that Ser-321, Ser-324, Ser-325, Ser-330, Ser-339 and two sites between 
Ser-346-352 were phosphorylated in HEK293 cells. We show that Ser-324/5 was rapidly 
phosphorylated by protein kinase C and G protein-coupled receptor kinase 6 [GRK6] upon 
agonist treatment while Ser-339 was specifically and rapidly phosphorylated by GRK6. Ser-330 
was also phosphorylated by GRK6, albeit with slower kinetics.  Similar results were observed in 
human astroglia cells, where endogenous CXCR4 was rapidly phosphorylated on Ser-324/5 by 
protein kinase C following CXCL12 treatment while Ser-330 was slowly phosphorylated. 
Analysis of CXCR4 signaling in HEK293 cells revealed that calcium mobilization was primarily 
negatively regulated by GRK6 and arrestin3 while GRK3, GRK6, and arrestin2 played a primary 
role in positively regulating ERK1/2 activation. In contrast, GRK2 appeared to play a lesser but 
negative role in both calcium mobilization and ERK1/2 activation. Finally, we show that arrestin 
association with CXCR4 is primarily driven by the phosphorylation of far C-terminal residues on 
the receptor. These studies reveal that site-specific phosphorylation of CXCR4 is dynamically 
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regulated by multiple kinases resulting in both positive and negative modulation of CXCR4 
signaling.    
 
INTRODUCTION 
CXCR4 is a widely expressed chemokine receptor that is essential for development, 
hematopoiesis, organogenesis, and vascularization (1).   CXCR4 also plays a prominent role in a 
number of diseases including WHIM syndrome (2), HIV-1 entry (3) and cancer progression and 
metastasis (4).  Interestingly, WHIM syndrome is the direct result of C-terminal truncations of 
CXCR4 which result in enhanced receptor function (5).  CXCR4 is also overexpressed in at least 
23 different types of cancer (6) and accumulating evidence suggests that there is dysregulation of 
CXCR4 transcription, signaling and trafficking (1). 
Protein phosphorylation is the most prevalent post-translational modification and plays a 
major role in regulating protein function (7, 8).  Importantly, phosphorylation is one of the 
earliest events in regulating G protein-coupled receptor [GPCR] signaling, initiating a process 
known as desensitization (9, 10). Agonist-promoted desensitization is primarily mediated by 
members of the GPCR kinase [GRK] family, which specifically phosphorylate agonist-occupied 
GPCRs (9-11).  This promotes the recruitment and high affinity binding of arrestins, which 
function to uncouple the receptor from G protein, target receptors for internalization, and 
promote G protein-independent signaling (12, 13).  While the specific protein kinases that 
mediate phosphorylation of individual GPCRs have not been well defined, site-specific and 
tissue-specific phosphorylation of GPCRs likely have distinct effects on signaling (14).  
CXCR4 is rapidly phosphorylated within its 45 amino acid serine/threonine-rich C-
terminal tail upon activation.  Previous studies have suggested a number of potential 
phosphorylation sites critical for agonist (CXCL12)- and PKC-mediated receptor internalization 
(15, 16) and degradation (17).  In addition, GRK2 (16, 18, 19), GRK3 (20), GRK6 (21, 22), and 
PKC (16, 23) have been implicated in CXCR4 regulation, although the sites of phosphorylation, 
the kinases involved in the phosphorylation of specific sites, and the functional role of site-
specific phosphorylation remain largely unknown.  
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 In order to better understand the role of phosphorylation in regulating CXCR4 function, 
we sought to identify agonist-promoted sites of phosphorylation and the kinases that mediate 
site-specific phosphorylation.  Using liquid chromatography tandem mass spectrometry 
[LC/MS/MS] and phospho-specific antibodies, we identified seven serine residues that are 
phosphorylated in response to CXCL12 stimulation.  We show that phosphorylation of these 
sites occurs with distinct kinetics and kinase specificity: namely Ser-324/325 phosphorylation is 
rapid, transient and is primarily mediated by PKC and GRK6; Ser-330 phosphorylation is 
delayed and is mediated by GRK6; and Ser-339 is phosphorylated rapidly by GRK6.  Finally, we 
show that GRK-mediated phosphorylation of CXCR4 has distinct effects on arrestin recruitment 
and conformation leading to differential effects on calcium mobilization and ERK1/2 activation 
following CXCR4 activation.  
 
EXPERIMENTAL PROCEDURE 
Cell culture and transfections.  HEK293 cells (Microbix, Toronto, Canada) were 
maintained in complete Dulbecco’s modified Eagle’s media [DMEM] with 10% fetal bovine 
serum and 25 mM HEPES, pH 7.4.  Cells stably expressing CXCR4 were selected and 
maintained in complete DMEM supplemented with 0.8 mg/ml G418 and penicillin/streptomycin. 
HEK293 cells were plated in fresh complete DMEM 24 hr prior to RNAi transfection. Normal 
human astrocytes derived from neural precursor cells and isolated from 16-22 week embryos 
were purchased from ScienCell Research Laboratories (San Diego, CA). Cells were cultured in 
Astrocyte Medium supplemented with fetal bovine serum (2%) and Astrocyte Growth 
Supplement provided by the vendor. As previously reported (24), these cells express functional 
CXCR4 and maintain an astroglial phenotype during the entire culture period, as assessed by 
GFAP staining. Cells were used for 2-3 passages and serum starved for 24 hr before 
experimental treatments.  All siRNAs were synthesized by Dharmacon (Lafayette, CO) with the 
ON-TARGET plus modification.  Four separate siRNAs were reconstituted and pooled at a final 
concentration of 15 pmol/μl.  GRKs were targeted against the following sense strands: GRK2 – 
5’ GGGACGUGUUCCAGAAAUU 3’; 5’ GCUCGCAUCCCUUCUCGAA 3’; 5’ 
GGAAUCAAGUUACUGGACA 3’; 5’ GCAAUAAGUUCACACGGUU 3’; GRK3 – 5’ 
GGAGUGUGAUGCAGAAGUA 3’; 5’ GAGGAUACCAAAGGGAUUA 3’; 5’ 
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GGGAAGGACUGUAUUAUGC 3’; 5’ GAACACGUACAAAGUCAUU 3’; GRK5 – 
5’CCAACACGGUCUUGCUGAA 3’; 5’ GGGAGAACCAUUCCACGAA 3’; 
CAAACCAUGUCAGCUCGAA 3’; 5’ GAUUAUGGCCACAUUAGGAUU 3’; GRK6 – 
5’GGUGAAGAAUGAACGGUAC 3’; 5’ GAGCUUGGCCUACGCCUAU 3’; 
GCACGUAACGCAGAAUUUU 3’; 5’ CGCCAAGAUUGCUGUGGAA 3’.  PKCδ was targeted 
against the following sense strands: 5’ CCAUGAGUUUAUCGCCACC 3’; 5’ 
CAGCACAGAGCGUGGGAAA 3’. The arrestin and PKCα siRNAs have been previously 
described (25, 26).  The PKC siRNAs were reconstituted individually at 60 pmol/μl. Prior to 
transfection, 300 pmol of each were combined for a total of 600 pmol/transfection.  Non-
targeting siRNA pooled control modified with the ON-TARGET plus modification was used for 
all experiments. HEK293 cells, ~65 to 70% confluent, were transfected with 600 pmol of siRNA 
using Lipofectamine 2000 (Invitrogen) in OPTI-MEM (Invitrogen) per the manufacturer’s 
instructions.  Cells were maintained in low-serum media for 4 hr, at which point an equal volume 
of 2X complete media (20% FBS and 25 mM HEPES) was added.  Cells were split 48 hours 
post-transfection for assay the following day.   
Site-specific mutagenesis was carried out using the Quick change site directed 
mutagenesis kit (Stratagene) per the manufacturer’s guidelines.  All mutations were verified by 
sequencing. 
 
Purification of Flag CXCR4.  Purification of Flag-tagged CXCR4 was performed as 
previously described for the b2AR (27) with minor modifications.  Cells grown to ~90% 
confluency in five 15-cm plates were washed twice with phosphate buffered saline [PBS].  Cells 
were then incubated in serum free DMEM media [SFM] for 6 hr, the media was aspirated, and 
replaced with fresh SFM containing 50 nM CXCL12 for 10 min.  Cells were scrapped into 10 ml 
of hypotonic lysis buffer (20 mM Tris-HCl, pH 7.5, 2.5 mM CaCl2, 10 mM NaF, and one 
Complete Protease inhibitor tablet (EDTA-free)) and lysed by 10 strokes in a Dounce 
homogenizer (tight pestle).  Membranes were pelleted by centrifugation at 40,000 x g for 20 min 
at 4°C.  Pellets were resuspended in 10 ml of Buffer A (20 mM Tris-HCl, pH 7.5, 100 mM NaCl, 
10 mM NaF, 1% dodecyl maltoside [DDM], 2.5 mM CaCl2, and one Complete protease inhibitor 
tablet (EDTA-free)) and homogenized by 20 strokes in a Dounce homogenizer.   Cellular debris 
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was cleared by centrifugation at 40,000 x g for 20 min at 4°C.  The resulting supernatant was 
passed over an M1 anti-flag affinity (Sigma-Aldrich, St Louis MO) column (0.4 ml resin/10 ml 
of lysate, flow rate of 5 ml/hr) equilibrated in Buffer B (20 mM Tris-HCl, pH 7.5, 150 mM 
NaCl, 0.1% DDM, 2.5 mM CaCl2) at room temperature.  The column was washed once with 5 
ml of Buffer C (20 mM Tris-HCl, pH 7.5, 300 mM NaCl, 0.1% DDM, 2.5 mM CaCl2) at a rate 
of 10 ml/hr followed by an additional wash with 5 ml of Buffer B.  Bound receptor was then 
eluted from the column in Buffer D (20 mM Tris-HCl, pH 7.5, 150 mM NaCl, 0.1% DDM, 200 
μM Flag peptide, 1 μM AMD 3100, 10 mM EDTA) in 1 ml fractions and immediately snap 
frozen in liquid nitrogen and stored at –80°C. Fractions containing CXCR4 (by Western blot) 
were concentrated using Microcon ultracell YM-10 concentrators (Millipore Cooperation, 
Billerica, MA). Purified CXCR4 was electrophoresed on a 4-20% SDS-Glycine gradient gel 
(Invitrogen, Carlsbad CA), stained with Coomassie blue, de-stained, excised and shipped on ice 
for LC/MS/MS analysis.  
 
LC/MS/MS procedure. Gel pieces were transferred to siliconized tubes, washed and 
destained overnight in 200 µl of 50% methanol.  The gel pieces were dehydrated in acetonitrile 
and then rehydrated in 30 µl of 10 mM dithiothreitol [DTT] in 0.1 M ammonium bicarbonate and 
incubated at room temperature for 30 min.  The DTT solution was removed and the sample was 
alkylated in 30 µl of 50 mM iodoacetamide in 0.1 M ammonium bicarbonate at room 
temperature for 30 min.  The gel pieces were dehydrated in 100 µl of acetonitrile, rehydrated in 
100 µl of 0.1 M ammonium bicarbonate, dehydrated in 100 µl of acetonitrile, completely dried 
by vacuum centrifugation and then rehydrated in 20 µl of 50 mM ammonium bicarbonate 
containing 20 ng/µl Lys-C or chymotrypsin and incubated overnight at 37oC.  Peptides were 
extracted from the polyacrylamide in two 30 µl aliquots of 50% acetonitrile/5% formic acid and 
the extracts were combined and evaporated to 15 µl for MS analysis.   
The LC/MS system consisted of a Thermo Electron LTQ-FT mass spectrometer system 
with a Protana nanospray ion source interfaced to a self-packed 8 cm x 75 mm id Phenomenex 
Jupiter 10 mm C18 reversed-phase capillary column. Extract (1-5 µl) was injected and peptides 
eluted from the column using an acetonitrile/0.1 M acetic acid gradient at a flow rate of 0.25 
µl/min.  The nanospray ion source was operated at 2.8 kV.  The digest was analyzed using the 
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double play capability of the instrument acquiring full scan mass spectra (ICR; 100K resolution) 
to determine peptide molecular weights and five product ion spectra (ion trap) to determine 
amino acid sequence in sequential scans.  This mode of analysis produces approximately 1500 
CAD spectra of ions ranging in abundance over several orders of magnitude.  The data were 
analyzed by database searching using the Sequest search algorithm against CXCR4.  Putative 
phosphorylated peptides were confirmed by manual analysis. 
 
Generation of polyclonal antibodies specific for pS324/5 and pS330. Polyclonal 
antibodies specific for pS324/5 and pS330 were generated by Open Biosystems (Huntsville, AL).  
Briefly, peptides corresponding to phosphorylated CXCR4 at Ser-324/5 (C-Ahx-
RG(pS)(pS)LKIL where Ahx is amino hexonic acid) and Ser-330 (CLKIL(pS)KGKRGGH) were 
synthesized, coupled to hemocyanin and used to immunize rabbits following a standard 
immunization protocol.  Crude sera from each rabbit was collected at days 28, 56 and 72 
following primary immunization and tested for immuno-reactivity.  Antibody was purified from 
pooled bulk sera (days 56 and 72) from animal E5199 (pS324/5) and E5198 (pS330) using the 
immunizing peptide, concentrated to 1 mg/ml, and aliquots were stored at –80°C.  Antibody 
specificity was evaluated by preincubating 10 μg of purified antibody with vehicle (PBS), 10 μg 
of the immunizing peptide or 10 μg of the non-phosphorylated peptide. 
 
Calcium mobilization and ERK1/2 activation.  Calcium mobilization was performed as 
previously described (25).  For analyzing ERK1/2 activation, cells were plated into 6-well plates 
24 hr prior to stimulation.  Confluent cells were washed twice with PBS and maintained in 1 ml 
of SFM for 6 hr at 37°C prior to stimulation.  Following stimulation, media was aspirated on ice 
and cells were lysed by the addition of 300 μl of 2x SDS sample buffer and stored at –80°C until 
processed.  Lysates were thawed on ice, sonicated for 10 sec (10% amplitude) and allowed to sit 
at room temperature for 30 min prior to electrophoresis.  Equal volumes were separated by 10% 
SDS-PAGE, transferred to nitrocellulose, blocked with ODYSSEY® blocking buffer (Li-Cor® 
Biosciences) and blotted overnight with a mixture of anti-phospho-p42/44 (Cell Signaling 
Technologies, Boston MA) and anti-ERK2 (Santa Cruz, Santa Cruz, CA).  The following day, 
blots were washed extensively with Tris Buffered Saline containing 0.1% Tween-20 [TBS-T], 
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incubated with a mixture of goat anti-rabbit Alexa® Fluorophore 680 conjugated (Molecular 
Probes) and goat anti-mouse IRDye 800 conjugated secondary (Rockland Immunochemicals) 
antibodies (1:5000) for 1 hr at room temperature.  Blots were washed extensively with TBS-T 
and visualized using the ODYSSEY® infrared imaging system (Li-Cor® Biosciences). 
 
Detection of pS324/5, pS330 and pS339.  HEK293 cells stably expressing Flag CXCR4 
were stimulated and processed as described for ERK1/2 activation.  An equal volume of cell 
lysate (Flag CXCR4) or 20 μg of whole cell extract (astroglia) was separated by 10% SDS-
PAGE, transferred to nitrocellulose and blocked for 1 hr in 0.25% gelatin.  Blots were incubated 
overnight at 4°C with a mixture of anti-CXCR4 (BD Bioscience) and anti-pS324/5, anti-pS330, 
or anti-pS339 primary antibodies.  Blots were extensively washed with TBS-T and incubated 
with a mixture of goat anti-rabbit Alexa® Fluorophore 680 conjugated (Molecular Probes) and 
goat anti-rat IRDye 800 conjugated secondary (Rockland Immunochemicals) antibodies for 1 hr 
at room temperature. Blots were developed as described above for phospho-ERK.  Phospho-
CXCR4 was then normalized to total CXCR4 and is represented as percent maximum.  For 
assays with PKC inhibition, cells were pretreated with vehicle (DMSO) or appropriate inhibitor 
for 30 min prior to stimulation with CXCL12. 
 
Electrophoretic mobility shift assay.  An equal volume of cell lysate was separated by 
10% SDS-PAGE for 1 hr 40 min at ~135V, transferred to nitrocellulose and blocked for 1 hr in 
5% milk in TBS-T.  Blots were subsequently probed for CXCR4 as described above for 
phospho-CXCR4. 
 
BRET Assay. For BRET studies, HEK293T cells were maintained in Dulbecco’s modified 
Eagle’s medium supplemented with 5% fetal bovine serum, 100 units/ml penicillin and 
streptomycin, all from Wisent.  Twenty four hr before transfection, cells were seeded at a density 
of 500,000 cells per well in 6-well dishes. Transient transfections were performed using the 
linear polyethylenimine (Mw 25000, Polysciences, Warrington, PA) method with a DNA: 
polyethylenimine ratio of 2:7. Twenty ng of CXCR4-RLucII, 120 ng of GRK6SA CXCR4-
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RLucII, or 90 ng of 5Atail CXCR4-RLucII were co-transfected with either 500 ng of GFP2-
arrestin2 or GFP2-arrestin3. The total amount of DNA transfected in each well was adjusted to 2 
μg with salmon sperm DNA. After overnight incubation, transfection medium was replaced with 
fresh Dulbecco’s modified Eagle’s medium for 3 hr to allow cell recovery. Transfected cells 
were then detached, seeded in pre-treated Poly-L-ornithine hydrobromide (Sigma Aldrich, 
P3655) 96-well white plates at 100,000 cells per well and left in culture for an additional 24 hr 
before being processed for BRET assay. 
 The expression level of the energy acceptor (GFP2) tagged proteins was measured 
as total fluorescence using a FlexStationII (Molecular Device) with an excitation filter at 395 nm 
and an emission filter at 510 nm. The expression level of the energy donor (RLucII) tagged 
protein was measured using a Mithras LB940 plate reader (Berthold Technologies, Bad Wildbad, 
Germany) in the presence of 5 μM coelenterazine 400A (Biotium, Hayward, CA) after 5 min 
incubation. 
For BRET measurements, cells were washed once  36 to 48 hr after transfection with 
phosphate buffered saline and coelenterazine 400A was added to a final concentration of 5 μM in 
PBS 5 min before reading. Readings were then collected using a multidetector plate reader 
MITHRAS LB940 (Berthold Technologies, Bad Wildbad, Germany) allowing the sequential 
integration of the signals detected in the 480 (±) 20 nm and 530 (±) 20 nm windows for 
luciferase and GFP2 light emissions, respectively. The BRET signal was determined by 
calculating the ratio of the light intensity emitted by the GFP2-arrestin over the light intensity 
emitted by the Receptor-RLucII. The values were corrected by subtracting the background BRET 
signal detected when the Receptor-RLucII construct was expressed alone. To assess the effects of 
ligand, SDF1 was added at 100 nM just before reading. 
 
Statistical Analysis.  All data are represented as the mean ± standard error of the mean 






Phospho-site mapping of CXCR4 by mass spectrometry.  CXCR4 is rapidly 
phosphorylated and internalized following agonist-activation (16, 23, 28).  Truncation of the C-
terminal tail of CXCR4, which contains 15 serine and 3 threonine residues, eliminates agonist-
promoted phosphorylation, attenuates internalization, and enhances receptor activity (23, 28).  
Since alanine scanning mutagenesis suggested that multiple regions of the C-tail may be 
phosphorylated following CXCL12 stimulation (16), we decided to use mass spectrometry to 
better define the specific sites phosphorylated in CXCR4. We initially made a cell line stably 
expressing Flag-tagged CXCR4 to enable rapid purification of the receptor, as previously 
demonstrated for the β2-adrenergic receptor (b2AR) (27).  HEK293 cells were chosen as a model 
cell because they express CXCR4 endogenously, though at very low levels (~20 fmol/mg 
membrane protein).  A clonally selected HEK293 cell line expressing Flag-tagged CXCR4 at 
~0.5 pmol/mg (termed Flag CXCR4 cells) was chosen for further study.  CXCL12 stimulation of 
endogenous CXCR4 in HEK293 cells resulted in robust calcium mobilization (Figure 1A) and 
ERK1/2 activation (Figure 1B), although, due to low expression of endogenous CXCR4, we 
were unable to detect CXCL12-mediated inhibition of cAMP production or activation of p38 or 
AKT (data not shown).  Stable-expression of CXCR4 did not enhance CXCL12-mediated 
calcium mobilization (Figure 1A) but did lead to an ~2.5 fold increase in activation of ERK1/2 
(Figure 1B).  In addition, as an indirect measure of receptor phosphorylation, we looked at the 
ability of CXCL12 to induce an electrophoretic mobility shift of CXCR4 on SDS-PAGE.  
Stimulation of either HEK293 cells (Figure 1C) or Flag CXCR4 cells (Figure 1D) resulted in a 
rapid retardation of electrophoretic mobility, consistent with receptor phosphorylation.  Thus, the 
Flag CXCR4 cells appear to be a good model to further characterize CXCR4 phosphorylation. 
Mass spectrometry has become a valuable tool for identifying amino acids that are post-
translationally modified (29), a strategy recently employed for the b2AR (27).  Since 
phosphorylation adds ~80 daltons [Da] to the molecular mass of a peptide, peptides with changes 
of 80 Da (or multiples thereof) from the theoretical mass can be identified, trapped and 
subsequently fragmented by MS/MS to provide site-specific information on phosphorylation 
(29).  To identify sites of phosphorylation on CXCR4, Flag CXCR4 cells were treated with 
CXCL12 for 10 min and the receptor was then affinity purified on an anti-Flag column (Figure 
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2A). This procedure resulted in ~80% recovery of the receptor and yielded ~0.5 mg of purified 
CXCR4 per preparation (Figure 2B).  Duplicate samples of purified CXCR4 were then digested 
with either Lys-C or chymotrypsin and the resulting peptides were subjected to LC/MS/MS.  
This identified peptides containing 38 of the 45 C-terminal residues of CXCR4 including 
residues 310-328 and 334-352, and several of the peptides were phosphorylated (Table 1).  
Figure 2C shows a representative mass spectrum of a peptide (Thr-318 to Leu-328) obtained 
from a chymotryptic digest, which contains five potential phosphorylation sites (Thr-318, Ser-
319, Ser-321, Ser-324, and Ser-325).  The peak occurring with a mass ratio of ~600 
demonstrates that this peptide has two phosphates attached (M-(H3PO4)2).  The loss of 
phosphates upon fragmentation was apparent when Ser-324 and Ser-325 were present in the 
fragment (see peaks b9-(H3PO4)2 and [b10-(H3PO4)2]2+) but not in a peptide containing Thr-318, 
Ser-319 and Ser-321 (peak b4), demonstrating that both Ser-324 and Ser-325 are phosphorylated.  
These results were confirmed from two separate experiments as well as with peptides derived 
from Lys-C digestion (Table 1).  Since peptides containing Ser-325 phosphorylation alone were 
also observed, we speculate that Ser-325 is phosphorylated before Ser-324 although we were 
unable to generate a pS325-specific antibody to directly test this.  Overall, these studies 
identified six sites of phosphorylation following a 10 min stimulation with CXCL12: Ser-321, 
Ser-324, Ser-325, one residue from Ser-338 to Ser-341, one residue from Ser-346 to Ser-348, 
and either Ser-351 or Ser-352 (Figure 2D).  The specific sites of phosphorylation that occur from 
Ser-338 to Ser-352 were not able to be specifically determined by LC/MS/MS due to the serine-
rich nature of this region.   
 
Protein kinase C is primarily responsible for phosphorylation of Ser-324/5.  Previous 
mutagenesis studies have identified Ser-324/5 as critical for CXCL12-induced internalization 
(16) and degradation (17) as well as PMA-promoted internalization (16, 23).  To further 
characterize Ser-324/5 phosphorylation, we generated a phospho-specific antibody to evaluate 
the kinetics of phosphorylation and kinase-specificity for these residues.  A 10 min stimulation 
with CXCL12 resulted in robust phosphorylation of Ser-324/5 that was blocked by pre-
incubation with the immunizing phospho-peptide but not with vehicle or unphosphorylated 
peptide (Figure 3A).  Flag CXCR4 cells were then stimulated for various times with CXCL12 
and cell lysates were electrophoresed and blotted with anti-pS324/5 to assess the kinetics of 
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phosphorylation. Phosphorylation of Ser-324/5 rapidly increased peaking at ~4-fold over basal 
within 5-10 min and returned to near basal levels within 60 min (Figure 3B).  Furthermore, the 
increase in pS324/5 immuno-reactivity paralleled the observed reduction in electrophoretic 
mobility of CXCR4 following stimulation with CXCL12 (Figures 1D and 3B). 
 CXCR4, like other chemokine receptors, primarily couples to the Gi family of 
heterotrimeric G proteins (1).  In order to determine if G protein activation was involved in 
receptor phosphorylation, cells were pretreated with pertussis toxin prior to CXCL12 
stimulation. Pertussis toxin pretreatment significantly attenuated both the rate and extent of Ser-
324/5 phosphorylation (Figure 3C).  This suggests the possibility that activation of second 
messenger dependent kinases such as PKC are largely responsible for phosphorylation of these 
residues.  Indeed, the primary amino acid sequence of CXCR4 reveals that both Ser-324 and Ser-
325 fall within a PKC consensus motif (RGSSLK).  To initially address the role of PKC in 
agonist-promoted phosphorylation of Ser-324/5, cells were pretreated with the broad-spectrum 
PKC inhibitor Bisindolylmaleimide I [Bis I] or the negative control Bisindolylmaleimide V [Bis 
V] (30) prior to CXCL12 stimulation.  Bis I treatment led to a significant reduction in basal 
phosphorylation as well as CXCL12-promoted phosphorylation of Ser-324/5 (Figure 4A).  
 Since Bis I inhibits conventional and novel PKC isoforms, we attempted to better 
define the PKC subtype(s) involved in Ser-324/5 phosphorylation by pretreating cells with either 
Gö 6976, which inhibits the conventional PKC isoforms (α, βI, and βII) (31) or rottlerin, which is 
reported to inhibit PKCδ (32).  Treatment with rottlerin, but not with Gö 6976, led to a 
significant reduction of Ser-324/5 phosphorylation (Figure 4B).  However, since rottlerin can 
have off-target effects (33), we attempted to confirm the role of PKCδ in CXCR4 
phosphorylation using siRNA treatment.  PKCδ levels could be effectively reduced in Flag 
CXCR4 cells by siRNA treatment and this resulted in a partial decrease in Ser-324/5 
phosphorylation (Figure 4C). In contrast, knock down of PKCα had no effect on Ser-324/5 
phosphorylation (Figure 4C).  Taken together, these data demonstrate that PKC plays a major 
role in phosphorylating Ser-324/5 following CXCL12 stimulation.  The significant effect of Bis I 
pretreatment coupled with the fact that knock down of PKCδ only partially decreased 





GRK6 contributes to Ser-324/5 phosphorylation.  As some phosphorylation of Ser-324/5 
is still evident following pertussis toxin treatment or PKC inhibition, we hypothesized that GRKs 
also contribute to phosphorylation of these residues.  The GRKs consist of seven members, four 
of which (GRK2, 3, 5, and 6) are expressed in HEK293 cells (25,34).  Since there are no specific 
GRK inhibitors available, we assessed the effect of individual GRK knock down on Ser-324/5 
phosphorylation.  While efficient and specific knock down of each of the individual GRKs 
expressed in HEK293 cells was achieved (Figure 5A), only GRK6 knock down had a significant 
effect on Ser-324/5 phosphorylation (Figure 5B).  Since our results suggest that both GRK6 and 
PKC contribute to Ser-324/5 phosphorylation, we also evaluated the effect of PKC inhibition and 
GRK6 knock down.  While PKC inhibition or GRK6 knock down alone resulted in an ~50% or 
~40% reduction in phosphorylation, respectively, the combination resulted in an almost complete 
loss of Ser-324/5 phosphorylation (Figure 5C).  These data demonstrate that both PKC and 
GRK6 are needed for maximal agonist-promoted phosphorylation of Ser-324/5 following 
CXCL12 stimulation. 
 
Ser-330 and Ser-339 are phosphorylated by GRK6.  Previous studies have demonstrated 
a prominent role of Ser-330 in regulating CXCL12-promoted degradation (17) while Ser-339 
contributes to receptor internalization (15, 16).  Although a peptide containing Ser-330 was not 
observed in our mass spectrometry analysis, we generated and characterized a phospho-specific 
antibody to this site.  In addition, a phospho-specific antibody has been generated against Ser-
339 (35) and phosphorylation within this region was also detected by mass spectrometry (Figure 
2D).   As shown in Figure 6A, both Ser-330 and Ser-339 undergo agonist-promoted 
phosphorylation, albeit with different kinetics.  Phosphorylation of Ser-330 was relatively slow 
peaking at ~20 min, whereas phosphorylation of Ser-339 was very rapid peaking at ~2 min 
(Figure 6A).  Interestingly, despite the kinetic differences, we found that both Ser-330 and Ser-
339 were primarily phosphorylated by GRK6 (Figures 6B and C).   
Overall, we found that GRK6 phosphorylates multiple sites within the C terminal tail of 
CXCR4 including Ser-324/5, Ser-330 and Ser-339 while GRK2, 3, and 5 do not contribute to 
CXCR4 phosphorylation at these sites.  Additional studies demonstrate that PKC inhibition had 
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no effect on CXCL12-promoted phosphorylation of Ser-330 and Ser-339 (data not shown), 
demonstrating that phosphorylation of these residues is completely GRK6-dependent in response 
to CXCL12. 
 
Protein kinase C is responsible for Ser-324/5 phosphorylation in human astrocytes.  To 
further validate Ser-324/5 and Ser-330 as phosphorylation sites, we also examined human 
astroglia, normal primary cells that express CXCR4 endogenously (24).  Ser-324/5 was found to 
be rapidly phosphorylated following CXCL12 treatment and PKC inhibition effectively 
attenuated phosphorylation (Figure 7A). Ser-330 was also phosphorylated in astroglia, albeit 
more slowly. Interestingly, PKC inhibition significantly enhanced the basal phosphorylation of 
Ser-330 and eliminated agonist-promoted phosphorylation (Figure 8B). These results suggest 
that PKC may negatively regulate the basal phosphorylation of Ser-330, possibly by regulating 
the activity of another protein kinase or a phosphatase. Taken together, these studies demonstrate 
that the kinetics of CXCR4 phosphorylation in HEK293 and astroglia are comparable and that 
PKC plays a major role in the agonist-dependent phosphorylation of Ser-324/5. 
  
GRKs differentially regulate CXCR4 signaling in HEK293 cells. Phosphorylation of 
GPCRs is one of the earliest mechanisms of regulation, initiating the process of desensitization 
(9). Recent evidence suggests that differential phosphorylation of GPCRs can have specific but 
disparate effects on receptor regulation (24, 34, 36, 37). Since CXCR4 activation in HEK293 
cells leads to calcium mobilization (Figure 1A) and activation of ERK1/2 (Figure 1B), we next 
evaluated the functional role of GRKs in regulating CXCR4-mediated signaling.  Knock down of 
GRK2 or GRK6, but not GRK3 or GRK5, led to a significant increase in the peak calcium 
transient observed following CXCL12 stimulation of endogenous CXCR4 in HEK293 cells 
(Figure 8A).  Interestingly, knock down of GRK2 led to an ~30% increase in ERK1/2 activation 
while knock down of GRK3 or GRK6 led to an ~40% reduction in ERK1/2 activation (Figures 
8B and C).  In contrast, inhibition of PKC by Bis I had no effect on activation of ERK1/2 
following CXCL12 activation (data not shown).   
We also evaluated whether the stable over-expression of CXCR4 altered GRK-mediated 
regulation.  Similar to endogenous CXCR4, knock down of either GRK2 or GRK6 in the Flag 
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CXCR4 cells enhanced calcium mobilization, although GRK6 had the larger effect  (Figure 9A).  
Similarly, knock down of GRK2 enhanced while knock down of GRK3 or GRK6 decreased 
activation of ERK1/2 (Figures 9B and C).  Thus, stable over-expression of CXCR4 in HEK293 
cells did not alter the signaling or regulation of CXCR4.  Our data suggest that phosphorylation 
of CXCR4 by GRK6 and possibly GRK2 uncouples the receptor from activation of Gi, 
decreasing calcium mobilization.  In contrast, GRK3 and GRK6-mediated phosphorylation of 
CXCR4 positively regulates activation of ERK1/2.  
 
GRK3, but not GRK2, is selectively recruited to CXCR4 following activation. Due to the 
serine-rich nature of the distal C-terminal tail, we were not able to identify the specific residues 
phosphorylated following receptor activation.  However, based on the acidic nature of the amino 
acid sequence of this region, we predict that either GRK2 or GRK3 promote phosphorylation of 
the two serines between amino acids 346 and 352 (Figure 2) (10).  Therefore, we next 
determined if either GRK2 or GRK3 are selectively recruited to CXCR4 following receptor 
action by co-immunoprecipitation. Endogenous GRK3 was robustly recruited to CXCR4 
following SDF stimulation while no association was detected for GRK2 (Supplemental Figure 
1). This shows that GRK3 is specifically recruited to CXCR4 and suggests that GRK3 likely 
mediates the phosphorylation of the two serines between amino acids 346 and 352.  
  
Arrestins differentially regulate signaling following CXCR4 activation.  Agonist-
dependent phosphorylation of many GPCRs leads to the recruitment of the non-visual arrestins, 
arrestin2 and arrestin3 (also termed β-arrestin1 and β-arrestin2, respectively), which effectively 
uncouples the receptor from heterotrimeric G proteins as well as targeting the receptor for 
internalization (13).  Recent evidence has highlighted the ability of arrestins to nucleate signaling 
events in addition to their classical role in desensitization (12). Therefore, we next examined the 
effect of siRNA-mediated knock down of arrestin2 and 3 on CXCR4 signaling in HEK293 cells.  
Knock down of arrestin3 led to a significant increase, whereas arrestin 2 had only a modest 
effect, in the peak calcium transient observed following CXCL12 stimulation of endogenous 
(Figure 10A) or overexpressed CXCR4 (Figure 10B).  Conversely, knock down of arrestin2 led 
to a significant reduction in ERK1/2 activation following CXCL12 stimulation of endogenous 
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(Figure 10C) or overexpressed (Figure 10D) CXCR4, while knock down of arrestin3 had lesser 
effects. These results reveal that both arrestins contribute to regulating CXCR4 signaling 
although arrestin3 appears to play the primary role in desensitization of calcium mobilization 
while arrestin2 plays the primary role in activation of ERK1/2 signaling. 
 
Site-specific phosphorylation of CXCR4 differentially regulates the arrestin recruitment. 
The observed decrease in ERK activation following GRK3 or GRK6 knock down could arise 
from either the inability to form a stable CXCR4-arrestin2 complex (38, 39) or an altered 
conformation of arrestin2 (34, 36) that does not allow for full activation of ERK1/2. To 
distinguish between these possibilities and further delineate the functional role of site-specific 
phosphorylation of CXCR4 in arrestin binding, we performed bioluminescence resonance energy 
transfer (BRET) studies between luciferase-tagged CXCR4 and GFP-tagged arrestin2 and 3.   
SDF stimulation results in a time-dependent increase in the BRET ratio observed between 
CXCR4 and arrestin2 (Figure 11A) or arrestin3 (Figure 11B).  Interestingly, mutation of the last 
five serine residues in CXCR4 (5A Tail), to mimic loss of GRK3-mediated phosphorylation, 
abolished the recruitment of arrestin2 (Figure 11C) and significantly attenuated arrestin3 
recruitment (Figure 11D).  In striking contrast, mutation of the GRK6 sites in CXCR4 (Ser324/5, 
Ser330, and Ser339; GRK6SA) resulted in an apparent increase in the BRET ratio observed 
between CXCR4 and arrestin2 or 3 (Figures 11C and D). This suggests that phosphorylation of 
the GRK6 sites either inhibits arrestin binding to CXCR4 or, more likely, promotes a 
conformational change in arrestin when it binds to CXCR4. Taken together, these results reveal 
that site-specific phosphorylation of CXCR4 has distinct effects on not only the recruitment of 
arrestins but also and the conformation that these proteins adopt.  These processes work together 
to dynamically modulate CXCR4-mediated signaling. 
 
DISCUSSION 
Phosphorylation and arrestin recruitment have long been appreciated as critical steps in 
the process of GPCR desensitization (9, 10).  More recently, a newly appreciated role in 
initiating G protein-independent signaling pathways has emerged for both the GRKs and 
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arrestins (40).  Studies using the vasopressin and angiotensin receptors have enabled the 
elucidation of a model where GRK2/3 negatively regulate arrestin-dependent signaling while 
GRK5/6 play a positive role in signaling (34, 36).  Since these initial reports, similar phenomena 
have been observed for a number of GPCRs, including the β2-adrenergic receptor and the 
follicle-stimulating hormone receptor (41, 42), suggesting that this model applies to many 
GPCRs.   
Taking into consideration the large diversity of the GPCR superfamily, characterizing the 
mechanisms involved in receptor regulation under “normal” physiological conditions will add 
significantly to our understanding of receptor signaling as well as receptor dysregulation in 
disease.  CXCR4 has emerged as a prominent GPCR due to its reported role in cancer 
progression and metastasis (4) and recent studies have provided evidence for the dysregulation of 
CXCR4 in cancer cells (43, 44).  Given the wealth of knowledge on the role of CXCR4-mediated 
signaling in cancer (45), it is surprising that the regulation of CXCR4 function is not better 
understood. In this report, we characterize site-specific phosphorylation of CXCR4 and provide 
evidence that kinase-specific phosphorylation has distinct effects on CXCR4 signaling. 
With few exceptions, the specific sites and functional role of GPCR phosphorylation is 
largely unknown.  In order to determine the functional role of site-specific phosphorylation, the 
sites phosphorylated and the kinases involved need to be identified. Since mutagenesis and 
metabolic labeling studies have suggested that multiple regions of the C terminal tail of CXCR4 
may be phosphorylated (16), we used mass spectrometry and phospho-specific antibodies to 
define specific sites of phosphorylation.  Using these approaches we found that CXCL12 
promotes the phosphorylation of 7 serines in the C terminal tail (Figure 2D), although we cannot 
rule out the presence of additional sites. We confirmed previous studies suggesting that Ser-324 
and Ser-325 are phosphorylated (15, 16) as well as one study showing that Ser-339 is 
phosphorylated (35) (Figure 3C and D).  In addition, we found that Ser-321 is phosphorylated, a 
site that has not been previously implicated in CXCR4 regulation.  Finally, we demonstrated that 
Ser-330 is also phosphorylated in response to CXCL12 (Figure 6A).   
Phospho-specific antibodies have provided a powerful tool to enable characterization of 
phosphorylation kinetics for a number of GPCRs (46-48).  Here, we successfully used phospho-
specific antibodies against Ser-324/5, Ser-330 and Ser-339 and found that phosphorylation at 
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these sites occurs with disparate kinetics, peaking at 5-10 min, ~20 min, and ~2 min following 
CXCL12 stimulation, respectively. Based on these results, we hypothesize that phosphorylation 
at these sites would have distinct effects on desensitization, signaling, and/or trafficking 
following CXCR4 activation.  In this regard, previous studies have suggested that Ser-324/5 and 
Ser-330 play an important role in CXCR4 degradation (17) while CXCR4 recycles to the plasma 
membrane with varying efficiencies in different cell lines (49-52).  These findings suggest cell 
type differences in Ser-324/5 or Ser-330 phosphorylation may regulate differential CXCR4 
sorting.  These phospho-specific antibodies should enable a more in-depth analysis of CXCR4 
phosphorylation in various tissues and cells.  
To address if site-specific phosphorylation can differentially dictate the regulation of 
CXCR4 signaling, we evaluated the role of site- and kinase-specific phosphorylation in CXCR4-
mediated signaling.  We provide novel evidence for PKC in selectively phosphorylating Ser-
324/5 following CXCL12 stimulation in HEK293 cells and human astroglia (Figures 4 and 7) 
with no effect on Ser-330 or Ser-339 in HEK293 cells (data not shown). Previously, PKC has 
been thought to be primarily involved in heterologous desensitization of CXCR4, downstream of 
a number of receptors (1).  Interestingly, Ser-324 and Ser-325 have been shown to play a 
prominent role in PKC-mediated internalization of CXCR4 (15, 16), although there have been 
conflicting reports for the role of these residues in CXCL12-mediated internalization.  For 
example, mutation of Ser-324/5 to alanine had no effect on internalization in Mv-1-Lu cells (15) 
but effectively attenuated internalization in HEK293 cells (16).  Since Ser-324/5 is robustly 
phosphorylated following CXCL12 stimulation in HEK293 cells, cell type dependent differences 
in trafficking may be attributed to differences in phosphorylation or in subsequent protein/protein 
interactions.  Despite this robust phosphorylation, PKC inhibition had no effect on CXCR4 
activation of ERK1/2 (data not shown).  Based on the critical role of Ser-324/5 in receptor 
degradation (17), it is reasonable to hypothesize that PKC-mediated phosphorylation drives 
receptor degradation.  In fact, phosphorylation of these residues is required for the interaction of 
AIP4 with CXCR4 and subsequent ubiquitination (53).  
We have found that GRK6 accounts for the majority of CXCR4 phosphorylation, 
contributing to Ser-324/5 phosphorylation and being principally responsible for Ser-330 and Ser-
339 phosphorylation (Figures 5 and 6).  While no GRK-specific phosphorylation motifs have 
been identified, GRK2 and 3 prefer acidic residues N terminal to the phosphorylation site while 
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GRK5 and 6 prefer basic residues (10).  Consistent with our GRK6 results, there are basic 
residues located N terminally to Ser-324/5, Ser-330 and Ser-339 (Figure 2D).  Previous studies 
have shown that the deletion of GRK6 in a mouse had marked effects on the activity of CXCR4, 
leading to enhanced function and a lack of desensitization (21, 22).  Surprisingly, loss of GRK6 
had different effects on CXCL12-mediated chemotaxis in neutrophils and T cells, suggesting that 
the regulation of CXCR4 function by phosphorylation may be cell type dependent (21, 22).  
While these previous studies did not evaluate signaling, our work has shown that loss of GRK6 
significantly increased calcium mobilization while reducing ERK1/2 activation.  Finally, 
mutation of the identified GRK6 phosphorylation sites to alanine resulted in an apparent increase 
in arrestin recruitment (Figure 11C and D).  However, as BRET is dependent on the proximity of 
the donor and acceptor tags (53) and there was no change in the timing of arrestin recruitment 
(Figure 11), we propose that loss of GRK6 results in arrestin2 and 3 adopting a conformation 
that is unable to effectively serve as a platform for ERK activation. 
Two residues at the extreme C terminus of CXCR4 (one between Ser-346-348 and either 
Ser-351 or Ser-352) are also phosphorylated in response to CXCL12 stimulation (Figure 2D).  
Based on the acidotropic nature of these serines, we postulated that these residues are 
phosphorylated by GRK2 and/or GRK3 (Figure 2D).  Accordingly, we have found that GRK3 is 
specifically recruited to CXCR4 following receptor activation (Supplemental Figure 1).  
Interestingly, recent studies suggest that GRK3 phosphorylates the far C-terminal region of 
CXCR4 (20). Over-expression of GRK3 enhanced internalization of wild type CXCR4 but not a 
C-terminally truncated CXCR4 lacking the last 15 amino acids (which contains 10 serines and 
threonines). Since previous work has demonstrated that Ser-338 is not phosphorylated in 
response to CXCL12 (35) and we have shown that Ser-339 is phosphorylated by GRK6 (Figure 
6C), these effects could be explained by GRK3-mediated phosphorylation of these far C-terminal 
residues in response to CXCL12 stimulation.  Interestingly, knock down of GRK3 had no effect 
on calcium mobilization but significantly decreased ERK1/2 activation (Figures 8 and 9). 
Mutation of the last five serine residues to alanine decreased, but did not eliminate, arrestin3 
recruitment to CXCR4 suggesting this was sufficient for receptor desensitization.  However, 
GRK3-mediated phosphorylation of C-terminal residues acts in concert with GRK6-mediated 
phosphorylation to participate in ERK1/2 activation through altering the conformation of 
activated arrestin (Figure 11).  
  
165
Interestingly, we found that GRK2 negatively regulates CXCR4-mediated activation of 
both calcium flux and ERK1/2 (Figures 8 and 9).  Previous over-expression studies showed that 
GRK2 enhances CXCR4 internalization (16, 18) and negatively regulates CXCL12-mediated 
ERK activation downstream of the receptor in HEK293 cells, possibly through interaction with 
MEK (19).  Based on the fact that we did not see GRK2 association with CXCR4, we 
hypothesize that the observed effects of GRK2 knock down occur downstream of receptor 
activation.  This could include interaction with free Gβγ (55, 56), resulting in inhibition of Gβγ-
mediated activation of PLC-β (57) and the observed increase in calcium mobilization when 
GRK2 levels are reduced.  In addition, GRK2 inhibition of MEK would result in enhanced 
ERK1/2 activation when GRK2 levels are reduced (19).   
The positive role of GRK3 and GRK6 on ERK1/2 activation prompted us to evaluate the 
role of arrestins in CXCR4 signaling.  Previous studies have suggested that arrestin3 is involved 
in desensitization, internalization, and activation of p38 and ERK1/2 (16, 18, 21, 58) whereas 
arrestin2 is involved in sorting CXCR4 to the lysosomes for degradation (59). Similar to studies 
on the angiotensin and vasopressin receptors (31, 60), we found that arrestin2 and arrestin3 have 
different effects on CXCR4 signaling.  Our results suggest that arrestin3 plays a primary role in 
desensitizing G protein activation (i.e., inhibiting calcium mobilization), a pathway that appears 
partially dependent on GRK6 phosphorylation of CXCR4.  Conversely, arrestin2 plays a positive 
role in ERK1/2 activation and appears to require phosphorylation of the receptor by both GRK3 
and GRK6.  This pattern of arrestin-mediated activation of ERK1/2 is somewhat unique since 
most GPCRs either require both arrestins (12) or arrestin3 (34, 60) for ERK activation although 
there is one report that PAR1 selectively utilizes arrestin2 (61).  This is the first demonstration 
that GRK2/3 and GRK5/6 cooperate in terms of signaling.  However, in line with previous 
reports (62), our results also suggest that GRK3 and GRK6-mediated phosphorylation of CXCR4 
are required for the strong recruitment of arrestin3 to the receptor.    
 In summary, our results support a model where GRK3 and GRK6-mediated 
phosphorylation leads to recruitment of arrestin3 (Figure 12B).  This serves to uncouple CXCR4 
from activation of Gi thereby regulating calcium release.  In contrast, the GRK3- and GRK6-
mediated phosphorylation of CXCR4 promotes interaction with arrestin2 and results in full 
activation of ERK1/2 (Figure 12C).  GRK2, on the other hand, likely attenuates calcium release 
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and activation of ERK1/2 through its interaction with Gβγ and MEK, respectively (Figure 12B).  
These results provide a foundation to better understand how CXCR4 is regulated and identify 
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Figure 1.  Establishing and characterizing HEK293 cells that stably express 
CXCR4.  A) HEK293 cells or cells stably expressing Flag CXCR4 (Flag CXCR4 cells) 
were loaded with the ratiometric calcium indicator Fura-2/AM prior to stimulation with 
CXCL12 (100 nM).  The change in intracellular calcium was calculated by monitoring the 
change in fluorescence of Fura-2/AM.  Shown is a representative trace of calcium 
mobilization from three independent experiments.  B) Following a 6 hr serum starvation, 
HEK293 cells or Flag CXCR4 cells were stimulated with CXCL12 for the times indicated. 
Shown in a representative Western blot from three independent experiments. CXCL12-
promoted retardation of electrophoretic mobility of endogenous CXCR4 (C) or Flag tagged 
CXCR4 (D).  Following a 6 hr serum starvation, cells were stimulated with 100 nM 
CXCL12 for the indicated time.  Crude membranes were prepared and 50 μg of solubilized 
protein (endogenous) or equal volume of whole cell lysate (Flag CXCR4) was separated by 
10% SDS-PAGE.  Shown is a representative Western blot from four independent 


























Figure 2.  Purification and mass spectrometry analysis of CXCR4.  A) Flag CXCR4 
was purified from five 15-cm plates following a 10 min stimulation with 50 nM CXCL12.  
The bulk of the receptor (~80%) elutes in fractions 2 and 3 and is highly purified as shown 
by Coomassie blue staining (B).  C) Shown is a representative mass spectrum of the peptide 
Thr-318 to Leu-328 following a chymotrypsin digest demonstrating that CXCR4 is 
phosphorylated on Ser-324 and Ser-325. D) Amino acid sequence of the C terminal tail of 
CXCR4.  Residues highlighted in red are those that are predicted to be phosphorylated by 
mass spectrometry.  Brackets under Ser-338-Ser-341, Ser-346-Ser-348, and Ser-351/Ser-
352 indicate that one residue in each cluster is phosphorylated, though the exact residue 























Figure 3.  Characterization and pertussis toxin sensitivity of anti-pSer-324/5 (pS324/5).  A) 
Shown is a representative Western blot demonstrating the specificity of the pS324/5 
antibody.  10 μg of purified antibody was incubated for 10 min with vehicle (PBS), 10 μg 
of peptide (C-Ahx-RGSSLKIL) or 10 μg of phospho-peptide (C-Ahx-RG(pS)(pS)LKIL) 
prior to overnight incubation with the nitrocellulose blots.  B) Cells stably expressing Flag 
CXCR4 were stimulated at the time points indicated with 100 nM CXCL12.  Lysates were 
processed and separated to visualize the agonist promoted gel shift of CXCR4.  Blots were 
incubated overnight with 1:1000 dilution of crude pS324/5 antibody.  pS324/5 was 
normalized to total CXCR4 and data is presented as fold increase over basal (± S.E.M., 
n=4).  C) Cells stably expressing Flag CXCR4 were treated overnight with vehicle (PBS) or 
pertussis toxin (100 ng/ml) prior to stimulation with 100 nM CXCL12.  Left panel: 
representative Western blot using purified anti-pS324/5.  Right panel: pS324/5 was 
normalized to total CXCR4 and data is presented as percent maximum of vehicle treated 

















Figure 4.  PKC is primarily responsible for Ser-324/5 phosphorylation following 
CXCL12 stimulation.  A) Cells stably expressing Flag CXCR4 were serum starved for 6 hr.  
30 min prior to CXCL12 stimulation, cells were pretreated with 2.5 μM Bis I or Bis V.  
Left panel:  representative Western blot using crude anti-pS324/5 antibody.  Blots were 
processed as to visualize the gel shift.  Right panel:  pS324/5 was normalized to total 
CXCR4 and data is presented as presented as fold increase over basal (Bis V) (± S.E.M., 
n=4).  B) To better define the PKC isoforms responsible for CXCR4 phosphorylation, cells 
were pretreated with vehicle (DMSO), 1 μM Gö 6976, or 5 μM Rottlerin for 30 min prior 
to stimulation with CXCL12.  Left panel: Representative Western blot using purified anti-
pS324/5 antibody.  Right panel: pS324/5 was normalized to total CXCR4 and data is 
presented as presented as fold increase over basal (± S.E.M., n=4).  C) Cells were treated 
with PKC-specific siRNAs.  Left panel: lysates were prepared 72 hr post-transfection and 
blotted for PKCα and PKCδ as indicated.  Shown is representative Western blot 
demonstrating efficiency and specificity of PKCα and PKCδ knock down.  Right panel: 72 
hr post-transfection, cells were serum starved for 6 hr prior to stimulation with CXCL12 (± 
















Figure 5.  GRK6 contributes to Ser-324/5 phosphorylation following CXCL12 
stimulation.  A) Representative Western blot demonstrating specific and efficient knock 
down of GRKs endogenously expressed in HEK293 cells 72 hr post-transfection. B) Knock 
down of GRK6, but not GRK2, GRK3 or GRK5 led to a significant reduction in 
phosphorylation of Ser-324/5.  Left panel: representative Western blot using purified anti-
pS324/5.  Right panel: comparison of pS324/5 phosphorylation following a 5 min 
stimulation with CXCL12.  pS324/5 was normalized to total CXCR4 and data is presented 
as percent of control at 5 min (± S.E.M., n=4).  C) GRK6 knock down and PKC inhibition 
almost completely abolishes phosphorylation of Ser-324/5.  Cells transfected with GRK6 
siRNA were pretreated with 2.5 μM Bis I or Bis V 30 min prior to stimulation with 
CXCL12.  Left panel:  representative Western blot using purified anti-pS324/5.  Right 
panel:  pS324/5 was normalized to total CXCR4 and data is presented as presented as fold 

















Figure 6.  Ser-330 and Ser-339 are GRK6 substrates.  A) Cells expressing Flag 
CXCR4 were serum starved for 6 hr prior to stimulation with 100 nM CXCL12 for times 
indicated.  An equal volume of lysate was separated by SDS-PAGE and blotted with 
purified anti-pS330 (top left panel) or anti-pS339 (bottom left panel).  pS330 blots were 
processed in order to visualize gel shift of CXCR4.     Right panel:  pS330 or pS339 
blotting was normalized to total CXCR4 and data presented as fold increase over basal (± 
S.E.M., n=4).  B) 72 hr post-transfection, an equal volume of cell lysate was separated to 
visualize the gel shift of CXCR4 and blotted using purified anti-pS330.  Shown are 
representative Western blots of four separate experiments.  C) 72 hr post-transfection, an 
equal volume of cell lysate was separated by SDS-PAGE and blotted using anti-pS339.  
























Figure 7.  PKC is responsible for Ser-324/5 phosphorylation in human astroglia 
cells. A) Human astroglia were serum starved for 24 hr.  30 min prior to CXCL12 
stimulation (20 nM), cells were pretreated with 2.5 μM Bis I or were left untreated.  Left 
panel:  20 μg of whole cell lysate was separated by SDS-PAGE and blotted for pS324/5. 
Right panel:  pS324/5 was normalized to actin levels and data presented as fold increase 
over control (± S.E.M., n=3).  B) Human astroglia were serum starved for 24 hr.  30 min 
prior to CXCL12 stimulation (20 nM), cells were pretreated with 2.5 μM Bis I or were left 
untreated.  Left panel:  20 μg of whole cell lysate was separated by SDS-PAGE and blotted 
for pS330. Right panel:  pS330 was normalized to actin levels and data presented as fold 





























Figure 8.  GRKs differentially regulate signaling following activation of 
endogenous CXCR4 in HEK293 cells.  A) HEK293 cells were loaded with the ratiometric 
calcium indicator Fura-2A/M 72 hr after siRNA transfection.  Cells were stimulated with 
100 nM CXCL12 and changes in intracellular calcium were calculated from changes in 
fluorescence.  Left panel: shown is a representative trace from six separate experiments.  
Right panel: mean (± S.E.M.) increase in peak calcium transient calculated from six 
separate experiments.  B) Effect of GRK knock down on CXCL12-mediated activation of 
ERK1/2.  72 hr post-transfection, cells were serum starved for 6 hr prior to stimulation with 
CXCL12 (100 nM).  Shown is a representative Western blot from five independent 
experiments. C) Left panel: pERK2 was normalized to total ERK2 and data are presented 
as percent maximal ERK2 activation as compared to control (± S.E.M., n=4). Right panel: 
comparison of maximal ERK2 activation (5 min) following stimulation with CXCL12 (100 



















Figure 9.  Differential GRK-mediated regulation is conserved in Flag CXCR4 cells.  
Cells expressing Flag CXCR4 were analyzed for calcium flux (A) and ERK1/2 activation 



























Figure 10.  Non-visual arrestins differentially regulate CXCR4-mediated signaling.  
A) Mean (± S.E.M.) increase in peak calcium transient following stimulation of 
endogenous CXCR4 calculated from seven separate experiments.  B) Mean (± S.E.M.) 
increase in peak calcium transient following stimulation of Flag CXCR4 calculated from 
three separate experiments.  C and D) Effect of arrestin knock down on ERK1/2 activation 
following activation of HEK293 (C) or Flag CXCR4 (D) cells.  72 hr post-transfection, 
cells were serum starved for 6 hr prior to stimulation with CXCL12 (100 nM).  Left panels: 
shown are representative Western blots from seven (C) and four (D) separate experiments.  
Right panels: pERK2 was normalized to total ERK2 and data is presented as percent 





















Figure 11. Phosphorylation of CXCR4 differentially regulates the recruitment and 
conformation of the non-visual arrestins.  A BRET assay was performed to determine if 
CXCR4 is able to recruit the non-visual arrestins following activation.  HEK-293T cells 
were transiently transfected with wild type (WT) RlucII-tagged CXCR4 and either GFP-
tagged arrestin2 or arrestin3.  SDF-stimulation results in the recruitment of both arrestin2 
(A) and arrestin3 (B).  Interestingly, alanine substitution of the proposed GRK3 sites (5A 
Tail) eliminates arrestin2 recruitment (C) and significantly decreases that of arrestin3 (D).  
In contrast, alanine substitution of the identified GRK6 sites (GRK6SA) results in an 

























Figure 12. Regulation of CXCR4 activity and signaling. A) Upon ligand binding, 
CXCR4 activates a number of signaling cascades resulting in calcium release from 
intracellular stores and phosphorylation of ERK1/2.   B) Phosphorylation of CXCR4 by 
GRK6 (Ser324/5, Ser330, and Ser339) and GRK3 (a residue between Ser-346-S348, and 
either Ser-351 or Ser-352) results in the recruitment of arrestin3 to CXCR4, thereby 
attenuating G protein activation and calcium release.  GRK2 also attenuates G protein 
activation and calcium release most likely by regulating Gβγ activation of PLCb.  C) 
Phosphorylation of CXCR4 by GRK6 (Ser324/5, Ser330, and Ser339) and GRK3 (a 
residue between Ser-346-S348, and either Ser-351 or Ser-352) results in a conformation of 
arrestin2 that allows for full activation of ERK1/2.  In contrast, GRK2 inhibits ERK1/2 by 





















Supplemental Figure 1. GRK3 is selectively recruited to activated CXCR4.  
Following a 2 hr serum starve, cells stably expressing Flag-tagged CXCR4 were stimulated 
either vehicle (SFM with 0.1% BSA) or 100 nM SDF for 10 min.  Following crosslinking 
with dithiobis[succinimidylpropionate] (DSP), WCL were prepared and CXCR4 complexes 
were immunoprecipitated (IP) overnight, rocking at 4°C.  The following morning, 20 μL of 
Protein A/G beads were added and allowed to rock for an additional 2 hr at 4°C.  Immune 
complexes were washed extensively, separated by 10% SDS-PAGE and blotted to 
determine co-IP of GRK2 and 3 (upper panel) or anti-Flag to determine the efficiency of 



























A Synthetic Biology Approach Reveals a Gα13-Rho Signaling Axis Driving CXCR4-
mediated Breast Cancer Metastasis 
Le cancer du sein est l’affection maligne non cutanée la plus repandue chez les 
femmes (Jemal et al., 2009). Les cancers des cellules basales « basal like » qui représentent 
15% environ des cancers du sein sont souvent diagnostiqués « triples négatifs » car ils 
n’expriment pas les récepteurs de oestrogènes, les oncogènes HER2/Neu, ni les récepteurs 
de la progestérone (Cheang et al., 2008; Perou et al., 2000), ce qui les rends résistants aux 
traitements actuels. Il est rapporté que la formation de métastases à partir des cancers 
« basal like » serait la plus grande cause de mortalité de cette maladie (Christofori, 2006); 
90% des décès imputables aux cancers du sein résulteraient des métastases dans des 
organes secondaires (Gupta and Massague, 2006). Il est désormais connu que le phénomène 
de métastases implique très souvent la surexpression du récepteur de chimiokines CXCR4 
par les cellules du cancer du sein, avec en parallèle la libération de SDF-1 par les organes 
secondaires (Dorsam and Gutkind, 2007). L’interférence avec CXCR4 dans un but  
thérapeutique a dû être abandonnée dans de nombreux cas des molécules comme le 
Plerixafor mobilisaient également les cellules souches hématopoïétiques. L’étude des voies 
de signalisation impliquées spécifiquement dans la migration des cellules cancéreuses revêt 
donc une importance majeure. Dans cet article, la combinaison de multiples stratégies dont 
la suppression de gène, l’utilisation de drogues, l’analyse de BRET, la vidéomicroscopie et 
l’approche de biologie synthétique (récepteurs activés seulement par un ligand synthétique 
RASSL) ont permis de déterminer que la migration des cellules cancéreuses initiée par 
CXCR4 nécessitait strictement l’activation de Rho par Gα13. L’inhibition de l’axe de 
signalisation CXCR4-Gα13-Rho est donc proposé comme cible thérapeutique contre les 
métastases des cancers du sein. 
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Le but de cette collaboration était que nous validions l’interaction directe 
entre CXCR4 et Gα13 en BRET (figures 4 G/H/I/J, et supplémentaires 2B/C) 
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SUMMARY 
The migration of CXCR4 expressing tumor cells in response to gradients of 
chemokine SDF-1/CXCL12 has been implicated in lymphatic and organ-specific metastasis 
in some of the most prevalent human malignancies, including breast, prostate, and lung 
cancer. By the use of multiple experimental strategies, including gene knock down, 
pharmacological tools, bioluminescence resonance energy transfer (BRET), and 
reengineering G protein-regulated signaling networks using G protein coupled receptors 
activated by artificial ligands (RASSLs) and chimeric G proteins, we show here that 
CXCR4-mediated chemotaxis and transendothelial migration of metastatic basal-like breast 
cancer cells strictly requires the activation of G proteins of the Gα12/13 family, also known 
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as the GEP oncogene, and the consequent activation of the small GTPase Rho. 
Furthermore, we provide evidence that interfering with the CXCR4-Gα13-Rho signaling 
axis prevents the spontaneous metastasis of basal-like breast cancer cells, thus exposing 
new therapeutic targets for metastasis prevention in breast cancer. 
 
INTRODUCTION 
Approximately one in eight women will develop breast cancer during her lifetime, 
making breast cancer the most common noncutaneous malignancy among females (Jemal et 
al., 2009). About 75% of these breast cancers are estrogen-receptor-positive, and high-level 
expression of the HER2/Neu oncogene occurs in ~30% of the breast cancers (reviewed in 
(Weigelt and Reis-Filho, 2009). Breast cancers have been recently classified in five distinct 
classes, luminal A, luminal B, HER2 overexpressing, basal-like, and normal-like, with 
HER2-overexpressing and basal-like breast cancers having the poorest prognosis and 
patient outcome (Sorlie et al., 2001; Weigelt and Reis-Filho, 2009). The recent success of 
therapeutic approaches aimed at interfering with HER2/Neu and estrogen receptor function 
have contributed to a dramatic reduction in breast cancer mortality. However, ~15% of 
breast cancers are basal-like, which are often diagnosed as triple-negative as they lack 
expression of estrogen receptors, HER2/Neu, and progesterone receptors, and hence they 
do not respond to their targeted therapies (Gluz et al., 2009; Sorlie et al., 2001; Weigelt and 
Reis-Filho, 2009). Ultimately, 90% of breast cancer deaths may stem from the metastatic 
spread of basal-like triple negative breast cancers, and from hormone receptor or 
HER2/Neu positive breast cancers exhibiting intrinsic or acquired treatment resistance 
(Fidler, 2003; Gluz et al., 2009; Gupta and Massague, 2006; Weigelt and Reis-Filho, 2009). 
Thus, elucidating the mechanisms by which breast cancer cells spread from their primary 
sites to distant organs is an area of intense investigation, as it may provide new therapeutic 
targets to prevent breast cancer metastasis. 
Breast cancers metastasize preferentially to the bone marrow, lungs, liver, and brain, 
and defined gene expression programs may endow breast cancer cells with the ability to 
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infiltrate and eventually succeed in colonizing each of these specific target organs 
(reviewed in (Nguyen et al., 2009). This organ-specific metastasis often involves the 
aberrant expression of G-protein linked chemokine receptors in cancer cells concomitant 
with the release of chemokines from secondary organs (reviewed in (Dorsam and Gutkind, 
2007; Karnoub and Weinberg, 2006). The chemokines family direct the migration of 
leukocytes to sites of inflammation and trafficking of hematopoietic stem cells, 
lymphocytes, and dendritic cells between the blood and primary and secondary lymphoid 
organs (reviewed in (Balkwill, 2004a). Thus, tumor cells may gain, and thus be selected for 
the ability to co-opt this potent pro-migratory activity of chemokines and their G protein 
coupled receptors (GPCRs) to metastasize to regional and distant organs.  
 CXCR4 is the chemokine receptor most often implicated in breast cancer 
metastasis (Muller et al., 2001). Increased expression of CXCR4 is associated with 
enhanced metastatic potential of breast cancers, and organs that are the most frequent sites 
of metastasis including the lymph node, lung, bone marrow, and liver, express 
CXCL12/SDF-1, the only known ligand for CXCR4 (Balkwill, 2004a; Muller et al., 2001). 
Exciting new findings indicate that inhibiting CXCR4 function by blocking antibodies and 
small molecule inhibitors can all prevent the metastatic spread of breast cancer cells to their 
target tissues in multiple experimental metastasis models (Liang et al., 2005; Muller et al., 
2001; Richert et al., 2009; Smith et al., 2004). However, blockade of CXCR4 with 
AMD3100 (Plerixafor®), an antagonist of CXCR4, leads to mobilization of hematopoietic 
stem cells (HSC) from the bone marrow to the peripheral blood, which has hampered the 
exploration of CXCR4 blockers as an adjuvant for breast cancer therapy (Epstein, 2004). 
Nonetheless, the possibility still exists that CXCR4 may deploy different signaling 
properties in metastatic breast cancer cells, which could be exploited for the development 
of new anti-metastatic treatment options. Indeed, we show here that although CXCR4 is 
known to couple to pertussis toxin (PTX)-sensitive heterotrimeric proteins of the Gαi 
family, CXCR4-mediated chemotaxis and transendothelial migration of metastatic basal-
like triple-negative breast cancer cells cannot be prevented PTX. Instead, by the use of 
multiple experimental strategies, including gene knock down, pharmacological tools, 
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bioluminescence resonance energy transfer (BRET), videomicroscopy, and synthetic 
biology approaches, we show here that CXCR4-initiated cell migration in these cancer cells 
strictly requires the activation of Rho through heterotrimeric G proteins of the Gα12/13 
family, also known as the GEP oncogene.  Furthermore, we provide evidence that 
interfering with the CXCR4-Gα13-Rho signaling axis prevents the spontaneous metastasis 
of breast cancer cells, thus exposing new potential therapeutic targets for metastasis 
prevention in breast cancer. 
 
RESULTS 
SDF-1 induces the migration of metastatic breast cancer cells through CXCR4 
The expression of CXCR4 has been implicated in organ-specific breast cancer 
metastasis (Muller et al., 2001); reviewed in (Dorsam and Gutkind, 2007; Nguyen et al., 
2009), and elevated CXCR4 expression often correlates with the poor prognosis of breast 
cancer patients (Figures S1A and S1B). To begin investigating how CXCR4 promotes the 
migration of breast cancer cells, we took advantage of the availability of a representative 
panel of human mammary gland cell lines, including normal and non-metastatic and 
metastatic breast tumor cells, which are classified as luminal or basal-like cell origin based 
on their gene expression signatures (Neve et al., 2006). Basal-like breast cancer cells are in 
general more motile in response to serum (Neve et al., 2006), but only those cell lines 
harboring metastatic potential, MDA-MB-231, a basal-like cell line that represents one of 
the most widely utilized human breast cancer cell model, and the more recently developed 
SUM-159 cells (Valastyan et al., 2009) migrated towards a gradient of SDF-1, while most 
cancer cells migrated in response to EGF as an internal control (Figure 1A). Thus, the 
ability to respond to SDF-1 appears to correlate with the metastatic behavior of breast 
cancer cells. The only exemption was MCF-7, a luminal/ductal-derived breast cancer cell 
that does not metastasize in vivo but migrates in response to SDF-1, albeit less than 
metastatic cells. Both MDA-MB-231 and SUM-159 cells migrated efficiently towards 
SDF-1 (Figures 1B and S1C). SDF-1 also promoted the invasion of MDA-MB-231 cells 
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into collagen gels (Figure 1C), and the specific CXCR4 inhibitor AMD3100 
prevented the SDF-1 induced cell migration in a dose-dependent manner without affecting 
the migratory response to EGF as a negative control (Figure S1D). Similar results were 
observed in SUM-159 cells (not shown), supporting that SDF-1 can induce the migration of 
invasive basal-like breast cancer cells by acting on CXCR4.    
 
SDF-1/ CXCR4 interaction mediates transendothelial breast cancer cell migration in 
vitro 
Experimental breast cancer metastasis studies in which cancer cells are seeded in 
the general circulation by intravenous or intracardiac injection, have revealed that 
interfering with CXCR4 function by the use of CXCR4-targeted therapies can all prevent 
breast cancer metastasis in vivo (Liang et al., 2005; Muller et al., 2001; Richert et al., 2009; 
Smith et al., 2004; Tamamura et al., 2003). However, to metastasize to distant organs, 
cancer cells must first invade the surrounding tissues and enter the circulation. To explore 
the possibility that CXCR4 may play a role in these early events thereby enabling the 
metastatic spread of breast cancer cells, we began by stably limiting the expression of 
CXCR4 by lentiviral-mediated RNA-interfering approaches (Figure 1D). CXCR4 knock 
down resulted in a reduction in the ability of SDF-1 to promote cell migration without 
affecting the response to EGF in MDA-MB-231 cells (Figure 1E). We then investigated the 
passage of cancer cells through endothelial monolayers using in vitro intravasation models 
(Figure 1F). While SDF-1 did not disrupt the endothelial barrier function, it induced the 
migration of MDA-MB-231 cells through both vascular (VEC) and lymphatic (LEC) 
endothelial monolayers, which was inhibited by AMD3100 or by knocking down CXCR4 
in breast cancer cells (Figures 1G, 1H, S1E and S1F).    
 
Knock down of CXCR4 suppresses spontaneous breast cancer metastasis in vivo 
To investigate whether CXCR4 contributes to the initial steps in breast cancer 
metastasis in vivo, we took advantage of recently developed animal models consisting in 
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the orthotopic implantation of breast cancer cells into the mammary fat pad of female 
immunocompromised mice, which then spontaneously metastasize to lymph nodes and 
secondary organs (Dadiani et al., 2006). Aligned with prior reports (Dadiani et al., 2006), 
MDA-MB-231 injected into mammary fat pad of SCID/NOD mice grew at the primary site 
and developed metastases in multiple distant sites, including locoregional and distant 
lymph nodes, lung and liver approximately 40 days post-injection (Figures 1I-1K). The 
metastatic lesions underwent histopathological examination and their total weight was 
measured for each mouse (Figures 1J and 1L). Tumor cells were observed within lymphatic 
vessels (Figure 1K), and 30% of the mice displayed multiple metastatic lesions in the lungs 
(Dadiani et al., 2006). Knock down of CXCR4 in MDA-MB-231 cells did not affect the 
growth of the primary tumors (Figures S1G and S1H). However, it resulted in a remarkable 
and significant inhibition of their metastatic spread (Figure 1L), with no mice displaying 
cancerous lesions in the lung (p<0.05), further supporting the critical role of CXCR4 
function at the early steps in breast cancer metastasis.  
 
Activation of Gαi is not strictly necessary or sufficient to promote the migration of 
metastatic breast cancer cells: Use of a synthetic biological approach 
CXCR4, as other chemokine receptors, is known to couple to Pertussis toxin (PTX) 
sensitive Gαi subunits of heterotrimeric G proteins (Dutt et al., 1998). As expected, 
treatment of MDA-MB-231 cells with PTX resulted in a decrease of phosphorylation of 
Akt and ERK1/2 induced by SDF-1, a typical response that is dependent on Gαi, without 
affecting the activation of these kinases by EGF as a negative control (Figure 2A). 
Similarly, PTX prevented the chemotactic response of a typical non-metastatic luminal 
breast cancer cells, MCF-7, towards SDF-1, reflecting the contribution of Gαi in these cells 
(Figure 2B). However, PTX treatment of MDA-MB-231 and SUM-159 cells had limited 
impact on SDF-1-induced cell migration (Figure 2B). Similarly, the transendothelial 
migration of MDA-MB-231 cells promoted by SDF-1 was not blocked by PTX (Figures 2C 
and 2D), thus raising the possibility that G proteins in addition to, or other than, Gαi may 
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participate in the biological response mediated by CXCR4 in these metastatic 
breast cancer cells. To investigate further the role of Gαi signaling in breast cancer cell 
migration, we utilized a synthetic biology approach aimed at reconstituting G protein-
regulated networks by the stable expression of a mutant Gαi-coupled GPCR, termed Gi 
RASSL (receptors activated solely by synthetic ligands), which has lost the ability to 
respond to its natural ligand, but gained the ability to respond to a pharmacologically inert 
compound, clozapine-N-oxide (CNO) (reviewed in (Conklin et al., 2008) (Figure 2E and 
2F). As a control, CNO induced the phosphorylation of Akt in MDA-MB-231 cells 
expressing Gi RASSL in a PTX sensitive fashion but not in parental cells (Figure 2G and 
2H), supporting that Gi RASSL signals though Gαi in response to CNO in MDA-MB-231 
cells. However, CNO failed to induce cell migration in multiple experiments using mass 
cultures of Gi RASSL-expressing MDA-MB-231 cells as well as in sorted cell populations 
expressing high levels of this GPCR (Figure 2I).  Similar results were observed in highly 
expressing HEK-293T cells and other metastatic breast cancer cells, SUM-159 (see below, 
Figures 5D and 5G). Collectively, these data suggest that Gi activity may not be sufficient, 
or strictly necessary to induce cell migration mediated by CXCR4 in metastatic breast 
cancer cells, thus raising the possibility that other signaling pathway regulated by CXCR4 
may contribute to breast cancer cell migration.  
Activation of Rho is an integral component of the migratory pathway by which 
SDF-1 promotes cell migration through CXCR4 in breast cancer cells 
The three prototypical members of Rho family proteins, Rho, Rac and Cdc42, have 
all been linked to cell movement (Bar-Sagi and Hall, 2000). Thus, we investigated whether 
these Ras-related GTPases are involved in the CXCR4 mediated migration of aggressive 
metastatic breast cancer cells. SDF-1 induced the rapid activation of Rho, reaching a 
maximum at ~5 min, in both MDA-MB-231 and SUM-159 cells (Figure 3A), but did not 
induce Rac or Cdc42 activation, both of which displayed elevated GTP-bound levels even 
prior SDF-1 stimulation (data not shown). Knock down of CXCR4 expression in MDA-
MB-231 cells resulted in a reduction in the ability of SDF-1 to promote Akt and Rho 
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activation (Figure 3B). However, the activation of Rho stimulated by SDF-1 was not 
inhibited by PTX (Figure 3C), supporting that Gi and its Gα subunit, Gαi, are not involved 
in Rho activation mediated by CXCR4. Instead, we noticed that PTX treatment elevated the 
basal levels of active Rho in both metastatic breast cancer cells, suggesting that, as 
previously reported (Rosenfeldt et al., 2006), a Gi-dependent mechanism may restrain Rho 
activation, a possibility that warrants further investigation. To address whether Rho 
activation is in turn involved in the migration of MDA-MB-231 cells in response to SDF-1, 
we used both transfection of siRNA targeting RhoA and treatment with C3 toxin that ADP 
ribosylates and inhibits Rho function (Kikuchi et al., 1988). The knock down of RhoA 
expression in MDA-MB-231 cells resulted in a decrease of cell migration induced by SDF-
1 (Figures 3D and 3E). Similarly, treatment with C3 toxin inhibited the migration of MDA-
MB-231 cells toward wells containing SDF-1 (Figure 3F). To further confirm the role of 
RhoA activity in SDF-1-induced cell migration, we used a retro-inhibition approach 
consisting in the use of a C3 toxin-resistant form of RhoA (RhoA I41). Expression of RhoA 
I41, but not RhoA wt, reversed the inhibitory activity of C3 toxin on cell migration 
stimulated by SDF-1 (Figure 3G). Together, these data demonstrated that SDF-1 can induce 
Rho activation through CXCR4 independently on Gi, and that in turn, RhoA contributes to 
cell migration when promoted by SDF-1 in breast cancer cells. 
Gα12/13 is involved in SDF-1-induced breast cancer cell migration in vitro 
Among the four G protein α subunit subfamilies, we and others have shown that 
members of the Gα12/13 and Gαq families of G proteins can activate the small GTPase RhoA 
(Chikumi et al., 2002; Worzfeld et al., 2008). In this regard, Gα12/13, also known as the GEP 
oncogene (Xu et al., 1993; Xu et al., 1994), is highly expressed in breast cancer cells and 
tissues (Gutkind et al., 1998; Kelly et al., 2006) and correlates with metastatic potential 
(Kelly et al., 2006) and poor prognosis (Figure S2A). Gα12/13 promotes the activation of 
Rho by binding to the RGS domain of RGS-containing Rho guanine nucleotide exchange 
factors (GEFs) (Fukuhara et al., 2001). Expression of a chimeric molecule encoding GFP 
fused to the RGS domain of PDZ-RhoGEF, which behaves as a dominant negative mutant 
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for Gα12/13, inhibited both Rho activation and migration promoted by SDF-1 in 
MDA-MB-231 cells (Figures 3H-3L), thus suggesting the contribution of the Gα12/13-Rho 
signaling axis in CXCR4-mediated cell migration in breast cancer cells.  
 
Knock down of Gα12/13 inhibits the migration of human breast cancer cells in vitro 
and their metastatic potential in vivo 
Gα12 and Gα13 are highly expressed in breast cancer-derived cell lines when 
compared to normal and non-tumorgenic mammary epithelial cells (Figure 4A). Of interest, 
in metastatic breast cancer cells expression of Gα13 is dominant, with the expression of 
Gα12 lower than that in non-metastatic cell lines. To address the direct role of Gα12/13 in the 
migration of MDA-MB-231 cells, we next knocked down Gα12/13 by expressing shRNAs 
targeting Gα12 and Gα13 stably in MDA-MB-231 cells (Figure 4B). The activation of Rho 
and migration of MDA-MB-231 cells promoted by SDF-1 were both blocked by knock 
down of Gα12/13 (Figure 4C and 4D). Of interest, Gα13 appears to play a more prominent 
role as knock down of Gα13 was sufficient to prevent breast cancer cell migration in 
response to SDF-1, consistent with its higher level of expression in these cells. Taken 
together, our data suggest that in addition to Gαi, CXCR4 can couple to Gα13, and possibly 
to Gα12 in cells expressing higher levels of this Gα13 family member, and that Rho 
activation through Gα12/13 might in turn be involved in cell migration induced by SDF-1. 
Furthermore, using the spontaneous metastasis model of breast cancer, we observed that the 
knock down of Gα12/13 in MDA-MB-231 cells resulted in a remarkable and significant 
inhibition of their metastatic spread, despite the similar size of the primary tumor (Figure 
4E), supporting that Gα12/13 and CXCR4 may play a pivotal role in metastatic spread of 
human breast cancer cells in vivo. 
 
CXCR4 couples to Gα13 
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While we have recently observed that CXCR4 may require heterotrimeric G 
proteins of the G12/13 family to promote chemotaxis in leukemic T cells, whether this is due 
to a direct effect of CXCR4 on G12/13 is unclear, as emerging evidence support a broad 
impact of G12/13 in immune cell function (Herroeder et al., 2009; Tan et al., 2006). Based on 
our emerging results, we decided to focus on Gα13, and used BRET-based approaches to 
explore whether CXCR4 can interact directly with Gα13 and whether this protein-protein 
interaction is regulated upon ligand binding in living cells (Figure 4G) (Gales et al., 2005). 
CXCR4 was fused to GFP2 at its C-terminus, while Gα13 was fused to Renilla luciferase II. 
(RlucII). Figure 4H shows a BRET titration curve indicating that Gα13 interacts specifically 
with CXCR4. Stimulation with SDF-1 promoted a significant decrease in the BRET 
between CXCR4 and Gα13 indicating that receptor activation leads to the functional 
engagement of Gα13 resulting in a conformational reorganization of the receptor-G protein 
complex (Figure 4I) (Gales et al., 2005). In contrast activation of a related chemokine 
receptor, CCR2, by its cognate agonist MCP-1, did not affect the marginal BRET signal 
detected between CCR2 and Gα13, indicating that CXCR4 but not CCR2 could selectively 
engage Gα13 (Figure 4I). Yet, both CXCR4 and CCR2 engaged Gαi1 as revealed by the 
observed agonist-promoted changes in BRET between the two receptors and Gαi1 (Figure 
4J). To further validate the engagement of Gα13 by CXCR4, we monitored the CXCR4-
promoted conformational rearrangement of the G13 heterotrimer by measuring the BRET 
between Gα13-GFP and Gγ7-Rluc (Figure S2B). As shown in Figure S2C, SDF-1 promoted 
an increase in BRET indicative of Gα13 activation in cells expressing CXCR4.   
 
Activation of Gα13 is required to enhance breast cancer cell migration: A synthetic 
biology approach  
To investigate whether Gα13 contributes to directional cell migration in breast 
cancer cells, we reconstructed its initiated signaling pathway by promoting the coupling of 
Gα13 to Gi RASSL. For this synthetic biology approach, we employed Gα13i5, a chimera of 
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Gαi and Gα13 in which the C-terminal 5 amino acids of Gα13 were replaced by the 
corresponding sequences of Gαi. This strategy enabled us to re-wire Gα13 to enable its 
activation by Gαi-coupled receptors (Figure 5A), thereby engineering a GPCR-Gα13 coupled 
system that can be readily activated by an artificial ligand. Firstly, the functional activity of 
this reconstituted chimeric system was tested in HEK-293T cells by examining its ability to 
promote Rho activation (Figures 5B and 5C). The stimulation of Gi RASSL by CNO 
activated ERK1/2 but not Rho in HEK-293T cells expressing only this GPCR, but when 
Gα13i5 was co-expressed with Gi RASSL, CNO potently promoted both Rho and ERK1/2 
activation (Figure 5C). Of interest, only HEK-293T cells expressing both Gi RASSL and 
Gα13i5 migrated toward wells containing various concentration of CNO (Figure 5D), 
indicating that Gα13 activity in addition to Gαi results in an increased migration of HEK-
293T cells. Next, we engineered MDA-MB-231 cells stably expressing Gi RASSL with or 
without Gα13i5 (Figure 5E). CNO stimulated Akt activation in cells expressing Gi RASSL, 
but this response was reduced in cells expressing both Gi RASSL and Gα13i5 (Figure 5F), 
suggesting that whereas Gi can signal to Akt, Gα13 may either limit the activation of Gi, or 
that this G protein α subunit may stimulate molecular events preventing Akt activation. 
These possibilities are under current investigation. Expression of Gi RASSL and Gα13i5 was 
sufficient to activate Rho in response to CNO (Figures 5F and S3A). Remarkably, co-
expression of Gi RASSL and Gα13i5 was necessary and sufficient to promote the migration 
MDA-MB-231 and SUM-159 cells in response to CNO in Boyden chambers, collagen gel 
invasion assays, and in in vitro transendothelial migration assays (Figures 5G, 5H, 6G, 6H, 
S3B and S3C). Taken together, these findings based on a synthetic biology approach using 
RASSLs and chimeric Gα13 proteins and those obtained by interfering with CXCR4 and 
Gα13 function provide evidence that coupling to Gα13 activity is required to stimulate the 
migratory and invasive properties of metastatic breast cancer cells.  
 
Interfering with the CXCR4-Gα13-Rho signaling axis may provide novel molecular 
targeted therapy for breast cancer metastasis 
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Based on these observations, we next asked whether the CXCR4/Gα13/Rho 
signaling route may represent a suitable therapeutic target for preventing breast cancer 
metastasis. We focused our attention on Rho kinase (ROCK), which acts downstream of 
Rho. ROCK promotes the accumulation of phospho-myosin light chain (pMLC) by 
phosphorylating MLC and by inhibiting MLC phosphatase, thereby promoting cell 
migration by regulating acto-myosin contraction (Amano et al., 1996), a process that may 
contribute to transcellular tumor invasion (Itoh et al., 1999). Of interest, fasudil, a molecule 
related to the highly specific ROCK inhibitors, Y27632, has been approved by FDA for its 
clinical use in cardiovascular diseases including vascular spasm in the brain and pulmonary 
hypertension (reviewed in (Rikitake and Liao, 2005)).  In MDA-MB-231 cells, SDF-1 
stimulated the accumulation of pMLC, which was diminished by knock down of RhoA 
(Figures 6A and B), as well as by the inhibition of ROCK by fasudil (Figure 6C). Aligned 
with these results, SDF-1 induced the blebbing of MDA-MB-231 cells, a typical ROCK-
initiated event, and this response was inhibited by fasudil (Movie S1). Furthermore, CNO 
induced MLC phosphorylation MDA-MB-231 cells expressing both Gi RASSL and Gα13i5 
but not Gi RASSL alone, and this activation was blocked by pretreatment with fasudil 
(Figure 6D). Fasudil also prevented the chemotaxis and transendothelial migration of 
MDA-MB-231 cells promoted by SDF-1, and by CNO in Gi RASSL-Gα13i5 expressing 
cells (Figures 6E-6H and S4A-S4F). These findings prompted us to examine the therapeutic 
effect of fasudil on the spontaneous breast cancer metastasis model. As shown in Figure 6I, 
the metastatic spread of MDA-MB-231 was dramatically prevented in fasudil-treated 
group, while having a limited and not significant impact on the growth of the primary 
breast cancer-derived tumor (Figure 6J). Taken together, the ability to interfere with 
CXCR4 activation of Gα13 and its initiated Rho-dependent signaling route may represent a 






The presence of invaded lymph nodes is the single best prognostic marker 
of poor clinical outcome in breast cancer, and 90% of breast cancer deaths occur as a 
consequence of metastatic disease (de Boer et al., 2009; Fidler, 2003). Hence, the molecular 
mechanisms underlying the process of breast cancer metastasis has received considerable 
attention over the past few decades (Gupta and Massague, 2006). In this regard, an 
emerging view is that a number of chemokines and cytokines released by the tumor cells 
and the tumor stroma provide a microenviroment permissive of tumor growth and its 
metastatic spread. In this context, numerous chemokines and their GPRCs have been 
implicated in intercellular communication between the tumor cells and the tumor associated 
fibroblasts and the multiple immune- and inflammatory-cells that constitute the complex 
tumor microenvironment (Dorsam and Gutkind, 2007; Karnoub and Weinberg, 2006; 
Orimo et al., 2005). Tumor cells also gain the ability to migrate in response to chemokine 
gradients, hence facilitating tumor cell dissemination via the lymphatic system and vascular 
circulation (Balkwill, 2004a). Among them, the interaction between CXCR4 and SDF-
1/CXCL12 has been implicated in organ-specific metastasis in several cancers such as 
breast, prostate and lung cancer (Dorsam and Gutkind, 2007; Zlotnik, 2008). Here, we 
show that the ability of CXCR4 to guide the migration of breast cancer cells strictly 
requires the coupling of this chemokine receptor to Gα13, which is over-expressed in 
metastatic breast cancer cells and the consequent activation of the Rho signaling axis. 
Indeed, by reengineering G protein-regulated signaling networks in breast cancer cells 
using GPCRs activated by artificial ligands and chimeric G proteins, we obtained direct 
evidence that the activation of Gα13 is necessary and sufficient to stimulate Rho thereby 
promoting the migration of breast cancer cells. These findings provide new opportunities to 
halt breast cancer metastasis by interfering with the CXCR4-Gα13-Rho signaling axis and 
their critical downstream targets. Thus, the elucidation of the mechanisms by which 
CXCR4 function in breast cancer cells may help expose novel molecular targets for 
metastasis-preventive strategies.  
CXCR4, as most chemokine receptors, is known to act by coupling to G proteins of 
the Gαi family (Dutt et al., 1998). In this regard, while some GPCRs exhibit a strict G-
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protein coupling specificity, many GPCRs exhibit a more promiscuous coupling ability, 
which may be dependent on the expression levels of GPCRs and G protein α subunits 
(reviewed in (Dorsam and Gutkind, 2007). In this context, most metastatic breast cancer 
cells exhibit a marked overexpression of CXCR4 and Gα13, and emerging information 
suggests that high expression levels of CXCR4 and Gα13, or its related Gα12, correlate with 
increased metastatic potential and thus poor prognosis of breast cancer patients. On the 
other hand, the coupling of CXCR4 to Gα13 may also contribute to the overall acquisition 
of the epithelial-mesenchymal transition (EMT)-like features that characterize the most 
aggressive and metastatic breast cancers (Polyak and Weinberg, 2009; Thiery et al., 2009). 
Indeed, in addition to promoting cell migration, the heterotrimeric Gα12/13 proteins can 
activate transcription factors controlling the expression of metalloproteases such as MMP-2 
and MMP-9 thus enabling tissue invasion (reviewed in (Dorsam and Gutkind, 2007), 
enhance motility by regulating cell-extracellular matrix adhesion through integrins (Gong et 
al.), and decrease the rigidity of cell-cell contacts by reducing the stability of homophilic E-
cadherin interactions (Meigs et al., 2001), among others. Thus, while most physiological 
processes controlled by CXCR4 may involve the activation of G proteins of the Gi family 
and their signaling cascades, we can hypothesize that metastatic breast cancers cells may be 
selected for their ability to overexpress and thus link CXCR4 to Gα13, thereby gaining 
increased capacity to migrate towards SDF-1/CXCL12 that is released at low levels by the 
secondary target organs, while contributing to the overall adquisition of a more motile and 
pro-invasive phenotype. 
Of interest, the levels of CXCR4 may be controlled by the hypoxic environment 
often observed in solid tumors due to the stabilization of the hypoxia-inducible factor 
(HIF), which stimulates the CXCR4 promoter (Staller et al., 2003), or by the activation 
status of HER2/Neu and their downstream pathways, which limit the degradation of 
CXCR4 (Li et al., 2004). Thus, preventing the aberrant expression of CXCR4 may 
represent one of the mechanisms by which currently available cancer treatments may 
reduce breast cancer metastasis. CXCR4 also appears to be highly expressed in breast 
cancer tumor initiating cells or cancer stem cells (Hwang-Verslues et al., 2009), suggesting 
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that the primary tumor mass may include a particular subpopulation of cancerous 
cells overexpressing CXCR4 with increased tumor-regenerating potential. Thus, we can 
speculate that among these tumor stem cells, those overexpressing Gα13 may represent the 
potential metastasis stem cells, which may be already pre-existing within the tumor mass. 
Alternatively, it is also possible that the CXCR4 expressing cancer stem cells that acquire 
the ability to overexpress Gα13 may be selected by their capacity to give rise to cancer cells 
gaining competence to migrate, intravasate, and ultimately infiltrate and colonize the lymph 
nodes and secondary organs, thereby compromising patient survival. 
While CXCR4 inhibitors, such as AMD3100, Plerixafor®, represent obvious 
candidates for adjuvant therapy preventing breast cancer metastasis, their side effects have 
hampered their clinical use in the metastasis prevention setting (Epstein, 2004), albeit 
recently approved by the FDA for the mobilization of bone marrow-derived hematopoietic 
stem cells for autologous HSC transplantation. In this regard, Gαi activation is required for 
SDF-1/CXCR4-mediated retention of hematopoietic progenitors within the bone marrow 
niche (Papayannopoulou et al., 2003), supporting that long-term inhibition of CXCR4 
signaling through Gαi may not be clinically feasible in breast cancer patients. However, 
perturbing CXCR4 coupling to the Gα13 family or inhibiting its downstream targets may 
provide a novel approach for metastasis prevention. Indeed, we show that fasudil, which is 
currently used in the clinic for vasospasm following subarachnoid hemorrhage and 
pulmonary hypertension, blocks CXCR4 and Gα13-promoted cell migration and prevents 
spontaneous breast cancer metastasis. In this regard, hematopoietic stem cell mobilization 
is not a side effect caused by fasudil, suggesting that the CXCR4-Gα13-Rho pathway is 
dispensable for the retention of progenitor cells in their niche. Similarly, multiple widely 
used cholesterol-lowering statins can block Rho function (Demierre et al., 2005) without 
considerable side effects. Thus, our emerging results suggest that fasudil and statins could 
be considered for evaluation as preventive agents for breast cancer metastasis. 
On the other hand, the recent availability of structural information of many GPCRs 
documenting that the active form of this family of receptors may adopt multiple 
conformations (Ratnala and Kobilka, 2009; Rosenbaum et al., 2009) that could selectively 
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engage distinct downstream signaling pathways may provide new avenues to 
selectively target subsets of CXCR4 signaling activities underlying highly metastatic 
cancers. There is now ample evidence indicating that different ligands can preferentially 
activate or inhibit subsets of the G-protein-linked signaling pathways engaged by a given 
GPCR, and even some GPCR ligands can selectively inhibit one pathway while activating 
another through the same receptor (reviewed in (Galandrin et al., 2007). Such pathway 
selective regulators could represent a path forward for targeting CXCR4 metastatic activity. 
SDF-1/CXCL12 is the sole agonist for CXCR4, thus SDF-1/CXCL12 is expected to deploy 
the full repertoire of signaling activity of CXCR4 upon binding to its cognate receptor. 
While most of the physiological functions of CXCR4 involve the activation of Gαi, the 
finding that the contribution of CXCR4 to breast cancer metastasis requires it coupling to 
the Gα13 family of G protein α subunits supports the potential clinical benefit of developing 
GPCR antagonists or negative allosteric regulators that may specifically prevent the 
activation of the Gα12/13-Rho pathway by CXCR4. Indeed, considering that GPCRs are the 
target directly or indirectly of more than 60% of the current therapeutic agents in the 
market, we can envision that the development of novel signaling-selective GPCR 
antagonists may represent a unique opportunity to control the pathological functions of 
GPCRs while restricting the side effects cause by disrupting their multiple physiological 
roles. In particular, our present study provided a strong rationale for the future development 
and evaluation of Gα12/13-Rho selective CXCR4 inhibitors as part of the emerging 




184-A1 and MCF-12A normal mammary epithelial cell lines, MCF-10-2A non-
tunorigenic mammary epithelial cell line, MCF-7, T-47D, BT-474, BT-549 and MDA-MB-
231 human breast cancer cell lines and human epithelial kidney 293-T cells were purchased 
from ATCC. SUM-149 and SUM-159 human breast cancer cell lines (Flanagan et al., 
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1999; Valastyan et al., 2009) were purchased from Asterand. Neonatal human 
dermal lymphatic microvascular endothelial cells were purchased from Lonza. 
Immortalized human vascular endothelial cells were described previously (Edgell et al., 
1983). Cell lines were cultured according to manufacturers’ instructions. 
 
Transfections 
Nonsilencing control RNA sequence and RhoA silencing RNA sequence (Qiagen) 
were transfected using the Hiperfect reagent (Qiagen). 
 
Reagents and Antibodies  
Recombinant human stromal cell-derived factor 1 alpha, EGF, biotin–conjugated 
mouse monoclonal anti-CXCR4 antibody and anti-mouse IgG2B isotype antibody were 
purchased from R&D Systems. Rabbit polyclonal anti-phospho ERK1/2, phospho Akt, Akt, 
phosphor myosin light chain 2, myosin light chain 2 and GAPDH antibodies were 
purchased from Cell Signaling Technology. Rabbit polyclonal anti- ERK1/2, Rho, Gα12, 
Gα13, α-tubulin antibodies were purchased from Santa Cruz Biotechnology. Mouse 
monoclonal anti-Rac1 and Cdc42 antibodies were purchased from BD Biosciences. Mouse 
anti-GFP and HA antibodies were purchased from Covance. AMD3100 octahydrochloride, 
Clozapine N oxide and Y-27632 dihydrochloride monohydrate were purchased from 
Sigma. Exoenzyme C3 and pertussis toxin were purchased from List Biological 
Laboratories. Fasudil was purchased from LC Laboratories. 
 
Plasmid Constructs 
Expression vectors for Gα12, Gα13, Gα13i5, PAK-N, RhoA, RhoA I41 and GFP fused 
to the RGS domain of PDZ-RhoGEF (GFP-RGS) have been described previously (Basile et 
al., 2004; Crespo et al., 1994; Fukuhara et al., 2000; Marinissen et al., 2004; Montaner et 
al., 2004). Expression vector for Gi RASSL was kindly provided by Brian Roth 
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(Armbruster et al., 2007). Lentiviral vector for CXCR4 shRNA, Gα12 shRNA and Gα13 
shRNA have been described previously (Tan et al., 2006). 
 
Lentivirus Production and Infection 
Letniviral stocks were prepared and titrated using 293T cells as the packaging cells 
as previously reported (Basile et al., 2004). Breast cancer cells were incubated with viral 
supernatants for 16 h.  After that, the cells were returned to normal growth medium. 
Infected cells were selected with 1 µg/ml puromycin. 
 
Cell Migration Assay 
Migration assays were performed using 48-well Boyden chamber with 8μm pore 
size polyvinyl pyrrolidone-free polycarbonate membrane (NeuroProbe). The membranes 
were coated with 10μg/ml fibronectin (Gibco) for 16 h. After serum starvation for 16 h, 
cells were added to the upper chamber and chemoattractant was added to the lower 
chamber in serum-free DMEM.  After incubation for 6 h at 37oC, cells on the upper 
membrane were removed with a cotton swab and cells on the lower surface were fixed in 
100% methanol and stained with Hematoxylin and Eosin. Images were taken of the entire 
lower surface of the wells, and number of migrated cells were counted (4 wells per 
conditions). In general, all experiments were repeated at least 3-4 times with similar results. 
 
Collagen Gel Invasion Assay 
Collagen gel invasion assay was carried out using collagen type I solution.  Briefly, 
500μl of collagen gel at the concentration of 2 mg/ml was set within a 12 mm diameter, 
0.4μm pore filter transwell (Corning). Then 2 x 105 cells in serum-free DMEM were seeded 
on the collagen gel, and 1ml of DMEM supplemented with chemoattractant was applied 
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underneath the filter. After incubation for 24 h at 37oC, collagen gel was fixed with 
4% paraformaldehyde and confocal Z slices were collected from each gel. 
 
Transendothelial Migration Assay 
Immortalized human vascular endothelial cells or neonatal human dermal lymphatic 
microvascular endothelial cells (1x105) were seeded onto a 6.5 mm diameter, 8µm pore 
filter transwell (Corning) coated with 10µg/ml of collagen type I and then incubated with 
complete growth medium for 4 days. The tightness of endothelial barrier was tested by in 
vitro permeability assay as described previously (Gavard and Gutkind, 2006). Indeed, SDF-
1 did not promote the permeability of fluorescent dextran under conditions in which the 
passage of this tracer in response to multiple vascular permeability factors is readily 
detectable (Gavard and Gutkind, 2006). Breast cancer cells stably expressing GFP or RFP 
(2 x 105) in serum-free DMEM were seeded on upper chamber and DMEM supplemented 
with chemoattractant was applied on lower chamber. After incubation for 24 h at 37oC 
inserts were washed with PBS and fixed with 4% paraformaldehyde for 20 min. Cells on 
the upper membrane were removed with a cotton swab and then membranes were mounted 
on microscope slides. Pictures from 4 inserts per condition were taken, and the number of 
transmigrated cells was counted.         
 
Flow Cytometric Analysis  
Cells were harvested and washed three times with phosphate-buffered 
saline.Following incubation with biotin-conjugated anti-CXCR4 antibody or isotype 
control antibody for 60 min at room temperature, the cells were treated with streptavidin-
phycoerythrin-conjugated IgG (Vector Laboratories) for 30 min at room temperature and 





The following antibodies were used for tissue immunofluorescence; goat 
polyclonal anti-LYVE 1; 1:200 (Abcam), polyclonal rabbit anti-cytokeratin, wide spectrum 
screening; 1:500 (Dako).  Unstained 5μm paraffin sections were dewaxed, hydrated 
through graded alcohols and distilled water, and washed three times with PBS. Antigens 
were retrieved using 10 mmol/L citric acid in a microwave for 20 min. The slides were 
allowed to cool for 30 min at room temperature, rinsed twice with PBS, and immersed in 
3% hydrogen peroxide in PBS for 10 min to quench the endogenous peroxidase. The 
sections were then sequentially washed in distilled water and PBS and incubated in 
blocking solution (2.5% bovine serum albumin in PBS) for 30 min at room temperature. 
Excess solution was discarded and the primary antibody was applied diluted in blocking 
solution at 4°C overnight. After three washes in PBS, sections were incubated with 
fluorescein-conjugated secondary antibodies (1:100) for 1 h at room temperature in 




MDA-MB-231 cells infected with control or HA-tagged GiRASSL lentivirus were 
seeded on the coverslips coated with 10 µg/ml of fibronectin. After 24 h of incubation, cells 
were washed with ice-cold PBS and fixed with 4% paraformaldehyde in PBS. After 
washing three times with PBS, cells were incubated with 10% FBS in PBS for 30 min. 
Fixed cells were incubated with the primary antibody (anti-HA; 1: 150) for 1 h, followed by 
a 45 min incubation with the secondary antibody (goat anti-mouse Alexa Fluor 488; 
Invitrogen). Coverslips were then mounted onto glass slides. 
 
Immunoblot Analysis  
Cells were lysed at 4 °C in lysis buffer (50 mM Tris-HCl, 150 mM NaCl, 1% 
Nonidet P-40) supplemented with protease inhibitors (0.5 mM phenylmethylsulfonyl 
fluoride, 10 µg/ml aprotinin and leupeptin). Equal amounts of proteins were subjected to 
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SDS-polyacrylamide gel electrophoresis and transferred onto a polyvinylidene 
difluoride membrane (Immobilon P; Millipore). The membranes were then incubated with 
the appropriate antibodies.  
 
Rho GTPase Pull Down Assay 
Rho activity in cultured cells was assessed by a modified method described 
elsewhere. Briefly, after serum starvation for 16 h, cells were treated as indicated and lysed 
at 4°C in a buffer containing 20 mM HEPES, pH 7.4, 0.1 M NaCl, 1% Triton X-100, 10 
mM EGTA, 40mM β-glycerophosphate, 20mM MgCl2, 1 mM Na3VO4, 1 mM 
dithiothreitol, 10 µg/mL aprotinin, 10 µg/mL leupeptin and 1 mM phenylmethylsulfonyl 
fluoride. Lysates were incubated with glutathione S-transferase (GST)–rhotekin–Rho 
binding domain previously bound to glutathione-Sepharose beads and washed 3 times with 
lysis buffer. Associated GTP-bound forms of Rho, Rac1 or Cdc42 were released with 
protein loading buffer and analyzed by Western blot analysis using polyclonal antibody 
against RhoA. 
 
   
Spontaneous Breast Cancer Metastasis model in SCID mouse  
All animal studies were carried out according to National Institutes of Health-
approved protocols, in compliance with the Guide for the Care and Use of Laboratory 
Animals. The spontaneous metastasis model of breast cancer cells was based on prior 
described studies (Dadiani et al., 2006), as described in detail in Supplemental Methods. In 
brief, severe combined immunedeficient (SCID/NOD) mice were injected into mammary 
fat pad with wild type MDA-MB-231 cells (2 x 106) or their indicated mass culture 
derivatives. Mice were sacrificed at 40 days after injection and organs were collected for 
histological analysis. For Fasudil experiments, Fasudil or equal volume of PBS was 




Bioluminescence Resonance Energy Transfer (BRET) assay 
For BRET studies, HEK293T cells were maintained in Dulbecco’s modified Eagle’s 
medium supplemented with 5% fetal bovine serum, 100 units/ml penicillin and 
streptomycin, all from Wisent. Fourty eight hours before transfection, cells were seeded in 
pre-treated Poly-L-ornithine hydrobromide (Sigma Aldrich, St. Louis, MO) 96-well white 
plates at a density of 100,000 cells per well. Transient transfections were performed using 
the linear polyethylenimine (Mw 25000, Polysciences, Warrington, PA) method, with a 
DNA:polyethylenimine ratio of 2:7. Thirty ng of Gα13RLucII were co-transfected with 
either an increasing amount of CXCR4-GFP2, ranging from 20ng to 800ng, or with soluble 
GFP2, ranging from 1ng to 100ng (for control), to perform the titration curves. 
The effect of ligands between receptors and Gα13/Gαi was assessed at maximal 
BRET values for each of the conditions, with 30ng of either Gα13RLucII or Gαi91Luc and 
800ng of either CXCR4-FP* or 800ng CCR2-FP . SDF1 and MCP1 were added at a final 
concentration of 200nM, 10 min before reading.  
The ligand-induced effect between Gα13 and Gγ7 was done by cotransfecting 
200ng of non-tagged CXCR4 receptor with 30ng of Gα13RLucII and 500ng of Gγ7-GFP10. 
SDF1 was added at a final concentration of 500nM, 10 min before reading.  
The expression level of the GFP2 and venus tagged energy acceptor proteins were 
measured as total fluorescence using a FlexStationII (Molecular Device) with excitation 
filters at 400 or 485 nm and emission filters at 510 or 538nm, respectively. The expression 
level of the energy donor (RLuc and RLucII) tagged proteins were measured using a 
Mithras LB940 plate reader (Berthold Technologies, Bad Wildbad, Germany) in the 
presence of 5 μM coelenterazine 400A or coelenterazine h (Biotium, Hayward, CA) for 
BRET2 or BRET1, respectively, after 5 min incubation. 
For BRET measurements, cells were washed once 48 hr after transfection with 
phosphate buffered saline and coelenterazine 400A or coelenterazine h was added to a final 
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concentration of 5 μM in PBS 5 min before BRET 2 or BRET1 reading, 
respectively. Readings were then collected using a MITHRAS LB940 multidetector plate 
reader, allowing the sequential integration of the signals detected in the 480 (±) 20 nm and 
530 (±) 20 nm windows for the donor and acceptor light emissions, respectively. The 
BRET signal was determined by calculating the ratio of the light intensity emitted by the 
acceptor over the light intensity emitted by the donor. The values were corrected by 
subtracting the background BRET signal detected when the donor construct was expressed 
alone.  
 
Live Cell Imaging 
Live cell imaging was performed using an inverted Zeiss LSM 510 confocal 
microscopes with samples contained in glass-bottomed MatTek dishes. 
 
Statistical analysis 
Statistical analysis of migration assay, transendothelial migration assay and the 
weight of primary tumors or metastases was performed by unpaired t-test. Asterisks denote 
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Figure 1.  CXCR4 mediates spontaneous metastatic spread of breast cancer cells  
(A) Migratory potential of normal breast and breast cancer cell lines including non-
metastatic and metastatic cells. Values represent the average +/- s.e.m. of four wells. (B) 
SDF-1 induced the migration of MDA-MB-231 cells. Error bars, s.e.m.; n=4. (C) Images of 
invading MDA-MB-231 cells expressing GFP after 24 h of collagen gel invasion assay. (D) 
Knock down of the expression of CXCR4 by RNA interfering approach. (E) Knocking 
down CXCR4 decreases MDA-MB-231 cell migration induced by SDF-1. Error bars, 
s.e.m.; n=4. **p<0.01 compared with control cells stimulated by SDF-1. (F) Schematic of 
the vascular and lymphatic in vitro intravasation assay model system. (G, H) SDF-1 
induces trans-endothelial migration of MDA-MB-231 cells through CXCR4. Images of 
transmigrated MDA-MB-231 cells expressing GFP after 24h of in vitro intravasation assay 
(G), and quantification (H). Error bars, s.e.m.; n=4 **p<0.01 compared with control cells 
stimulated by SDF-1. (I) Metastatic spread of MDA-MB-231 cells on day 40 following 
orthotopic injection into the mammary fat pad of SCID/NOD mice. Several metastatic sites 
are identified by arrow heads. (J) H&E stain of a MDA-MB-231 primary mammary tumor 
growing into the mammary fat pad, many remaining mammary ducts can be seen (black 
arrow heads). The inset depicts a ductal structure surrounded by the growing neoplastic 
cells (upper left). A regional (inguinal) lymph node metastasis; metastases are identified by 
yellow dotted line (shown in the inset, white arrow), and mammary gland ducts by black 
arrows (upper right and lower left). Several lung metastases are shown (black arrow heads), 
with a nearby bronchial structure (star). The likely hematogeneous nature of this spread is 
depicted in the inset; neoplastic cells are seen within a blood vessel (lower right). (K) 
Cytokeratin immunohistochemistry (red) of a group of MDA-MB-231 cells free into a 
lymphatic vessel highlighted by the lymphatic endothelial marker LYVE1 (green). (L) 
Comparison of the weight of distant metastases between shRNA control and shRNA 
CXCR4 tumors supports a role for CXCR4 in the spontaneous metastatic spread of breast 










Figure 2.  SDF-1 can induce migration of metastatic breast cancer cells independent of 
PTX-sensitive heterotrimeric proteins of the Gαi family 
(A) PTX inhibits the phosphorylation of Akt (Ser473) stimulated by SDF-1 in 
MDA-MB-231 cells, but (B) does not abolish the migration of MDA-MB-231 or SUM-159 
cells evoked by SDF-1. Error bars, s.e.m.; n=4 **p<0.01 compared with control cells 
stimulated by SDF-1. (C, D) Gαi activity is not strictly required to induce trans-endothelial 
migration of MDA-MB-231 cells promoted by SDF-1. After pretreatment with PTX 
(50ng/ml) overnight, in vitro transmigration activity was assessed as described above. Error 
bars, s.e.m.; n=4 (E) Schematic of Gi RASSL (receptors activated solely by synthetic 
ligands). Clozapine N-oxide (CNO) promotes the activation of Gi in cells expressing Gi 
RASSL. (F) Expression of HA-tagged Gi RASSL in MDA-MB-231 cells. (G) CNO induces 
phosphorylation of Akt (Ser473) in MDA-MB-231 cells stably expressing Gi RASSL, 
which is inhibited by PTX (H). (I) CNO fails to induce migration of MDA-MB-231 cells 

















Figure 3.  CXCR4/ Gα12/13/ Rho signaling axis is involved in migration of metastatic breast 
cancer cells 
(A) Time course of Rho activation induced by SDF-1 in MDA-MB-231 and SUM-
159 cells. (B) Knock down of CXCR4 expression diminishes phosphorylation of Akt 
(Ser473) and Rho activation in response to SDF-1 in MDA-MB-231 cells. (C) Rho 
activation promoted by SDF-1 is independent of PTX-sensitive heterotrimeric G proteins of 
the Gαi family. Cells pre-treated overnight with serum-free medium with or without PTX 
(50ng/ml) were stimulated with SDF-1 (100ng/ml) and Rho activation was examined by 
pull-down assay. (D) Knock down of RhoA by siRNA (E) inhibits the migration of MDA-
MB-231 cells stimulated by SDF-1. The migration of MDA-MB-231 cells was examined as 
described above 48 h after transfection of siRNA-control or siRNA-RhoA. Error bars, 
s.e.m.; n=4 **p<0.01 compared with control cells stimulated by each stimulant. (F) 
Treatment with C3 toxin inhibits the migration of MDA-MB-231 cells. Error bars, s.e.m.; 
n=4 **p<0.01 compared with control cells stimulated by each stimulant. (G) C3 toxin fails 
to inhibit migration of MDA-MB-231 cells expressing C3 toxin insensitive mutant of 
RhoA, RhoA I41, but not RhoA wild type. Error bars, s.e.m.; n=4 **p<0.01 compared with 
control cells stimulated by each stimulant. (H) Schematic of chimeric protein encoding 
RGS domain of PDZ-RhoGEF fused to GFP. (I, J) Expression of GFP or the GFP-RGS 
domain of PDZ-RhoGEF in MDA-MB-231 cells. (K) Inhibition of Gα12/13 suppresses the 
activation of Rho by SDF-1 in MDA-MB-231 cells. (L) Inhibition of Gα12/13 prevents cell 
migration induced by SDF-1. Error bars, s.e.m.; n=4 **p<0.01 compared with control cells 











Figure 4.  Gα12/13 levels correlate with metastatic properties of breast cancer cell lines 
(A) Expression of Gα12/13 in human mammary cell lines. (B) Knock down of Gα12/13 
by lentiviruses carrying Gα12 shRNA or Gα13 shRNA. (C) Knock down of Gα12/13 inhibits 
Rho activation stimulated by SDF-1 in MDA-MB-231 cells. (D) Knock down of Gα12/13 
prevents the migration of MDA-MB-231 cells stimulated by SDF-1. Error bars, s.e.m.; n=4 
**p<0.01 compared with control cells stimulated by SDF-1. (E) Knock down of Gα12/13 
inhibits metastatic spread of MDA-MB-231 cells injected to mammary fat pads of 
SCID/NOD mice. Black arrows indicate primary tumors and arrow heads indicate distant 
metastases. (F) Scatter plot of the weight of primary tumors and metastatic sites for MDA-
MB-231 cells infected with lentivirus-shRNA control versus lentivirus-shRNA Gα12/13. NS, 
no significant difference, **p<0.01 and ***p<0.001 compared with control. (G) Principle 
of bioluminescence resonance energy transfer (BRET) I suggest to write FP (fluorescent 
protein) instead of GFP/venus both in the cartoon (and legends?) to make it more simple for 
the readers; Also I did a correction as the Gi is tagged with RLuc and not RLucII and 
suggest to call it D (for donor) in the cartoon. (H) Specificity of interaction between Gα13 
RlucII and CXCR4 GFP2. (I) A conformational change is promoted between Gα13 RlucII 
and CXCR4 GFP2 but not between Gα13 RlucII and CCR2 GFP2 by their cognate ligands. 
Error bars, s.e.m.; n=4 *p<0.05 compared with control in each group. (J) A conformational 
change is promoted between Gαi91 Rluc and CXCR4 venus and also between Gαi91 Rluc 
and CCR2 venus by their cognate ligands. Error bars, s.e.m.; n=4 *p<0.05 compared with 













Figure 5.  The migration of metastatic breast cancer cells requires the activation of 
Gα13/Rho signaling axis. A synthetic biology approach. 
(A) Schematic of cells co-expressing Gi RASSL and Gα13i5. CNO promotes the 
activation of Gα13 in cells co-expressing Gi RASSL and Gα13i5. (B) Expression of Gα13i5 in 
HEK-293T cells. (C) CNO induces activation of ERK and Rho in HEK-293T cells co-
expressing Gi RASSL and Ga13i5. (D) CNO induces the migration of HEK-293T cells co-
expressing Gi RASSL and Gα13i5. Error bars, s.e.m.; n=4 **p<0.01 compared with cells 
without stimulation. (E) Expression of Gα13i5 in MDA-MB-231 cells stably expressing Gi 
RASSL and Gα13i5. (F) CNO induces Rho activation in MDA-MB-231 cells co-expressing 
Gi RASSL and Gα13i5. (G) CNO induces migration of MDA-MB-231 or SUM-159 cells 
stably expressing Gi RASSL and Gα13i5. Error bars, s.e.m.; n=4 **p<0.01 compared with 
cells without stimulation. (H) Images of invaded MDA-MB-231 cells expressing Gi RASSL 


















Figure 6.  ROCK inhibitors provide a molecular targeted therapy for breast cancer 
metastasis 
(A) Time course of phosphorylation of MLC induced by SDF-1 in MDA-MB-231 
cells. (B) Knock down of RhoA inhibits the activation of MLC stimulated by SDF-1. (C) 
Fasudil inhibits MLC phosphorylation stimulated by SDF-1. (D) Fasudil blocks the 
activation of MLC induced by CNO in MDA-MB-231 cells expressing both Gi RASSL and 
Gα13i5. (E) Fasudil inhibits cell migration promoted by SDF-1. Error bars, s.e.m.; n=4 
**p<0.01 compared with control cells stimulated by each stimulant. (F) Fasudil prevents 
migration of MDA-MB-231 cells co-expressing Gi RASSL and Gα13i5 induced by CNO. 
Error bars, s.e.m.; n=4 **p<0.01 compared with control cells stimulated by each stimulant. 
(G, H) CNO-induced lymphatic transendothelial migration of MDA-MB-231 cells stably 
expressing Gi RASSL, Gα13i5 and RFP was blocked by Fasudil. Error bars, s.e.m.; n=4 
**p<0.01 compared with control cells stimulated by each stimulant. (I) Fasudil inhibits 
metastatic spread of MDA-MB-231 cells injected into mammary fat pads of SCID/NOD 
mice. Arrow heads indicate metastases. (J) Scatter plot of weight of primary tumors and 
metastatic sites for control versus Fasudil treated group. NS, no significant difference and 














SUPPLEMENTAL FIGURE LEGENDS 
 
Figure S1. CXCR4 mediates spontaneous metastatic spread of breast cancer cells, related to 
Figure1 
(A, B) CXCR4 levels correlates with prognosis of breast cancer patients. Compiled from 
publicly available data accessible on Oncomine using a threshold p value of 0.01. Scatter 
plot of relative microarray signal intensities for CXCR4 in normal mammary samples 
versus breast cancer samples (Oncomine, Richardson_Breast_2) (A) and primary breast 
carcinomas, having a good prognosis versus a poor prognosis (Oncomine, 
vandeVijver_Breast) (B). (C) SDF-1 induces migration of metastatic breast cancer cells, 
SUM-159. Cell migration induced by various concentration of SDF-1 was assessed as 
described in figure 1A. (D) AMD3100 inhibits the migration induced by SDF-1. MDA-
MB-231 cells were treated with the indicated concentration of AMD3100 and their 
migration toward wells containing SDF-1 (30 ng/ml) or EGF (30 ng/ml) were measured 
and represented as for figure 1A. **p<0.01 compared with SDF-1-induced migration 
without AMD3100. n=4. (E, F) AMD3100 inhibits in vitro transmigration activity induced 
by SDF-1. MDA-MB-231 cells expressing GFP were treated with 50 ng/ml of AMD3100 
and their transmigration toward wells containing SDF-1 (50ng/ml) was measured and 
represented as for figure.1G and 1H. **p<0.01 compared with control cells stimulated by 
SDF-1. n=4. (G) Knock down of CXCR4 has no effect on the size of primary tumor but 
inhibits metastatic spread of MDA-MB-231 cells. (H) Scatter plot of weight of primary 
tumors for MDA-MB-231 cells infected with lentivirus-shRNA control versus lentivirus-










Figure S2.  Gα12/13 levels correlate with prognosis of breast cancer patients and 
metastatic properties of breast cancer cell lines, related to Figure 4 
(A) Scatter plot of relative microarray signal intensities for Gα12 or Gα13 in normal 
mammary samples versus breast cancer samples (Oncomine, Richardson_Breast_2) and in 
primary breast carcinomas, having a good prognosis versus a poor prognosis (Oncomine, 
Pawitan_Breast). (B) Principle of bioluminescence resonance energy transfer (BRET). (C) 
A conformational change is promoted between Gα13 RlucII and Gγ7 GFP2 by SDF-1. 
 
Figure S3. The migration of metastatic breast cancer cells requires the activation of 
Gα13/Rho signaling axis. A synthetic biology approach, related to Figure 5. 
 (A) CNO induces Rho activation in SUM-159 cells co-expressing Gi RASSL and 
Gα13i5.  Cells were serum starved overnight and stimulated with CNO (30nM) for 5 min. 
The activation of Rho in cell lysates was analyzed by pull-down assay. (B) Images of 
MDA-MB-231 cells expressing Gi RASSL/ GFP or Gi RASSL/ Gα13i5/ RFP. (C) Cells 
were serum starved overnight and stimulated with CNO (30nM) for 5 min. The activation 


















Figure S4. ROCK inhibitors provide a molecular targeted therapy for breast cancer 
metastasis, related to Figure 6. 
(A, B, C, D) Fasudil inhibits migration of MDA-MB-231 cells through vascular (A, 
B) or lymphatic (C, D) endothelial monolayers induced by SDF-1. After pretreatment with 
or without 10nM of Fasudil for 30 min, in vitro intravasation activity of MDA-MB-231 
cells expressing GFP induced by 50ng/ml of SDF-1 was assessed as described in figure 1G 
and 1H. **p<0.01 compared with control cells stimulated by SDF-1. n=4. (E, F) Fasudil 
prevents transendothelial migration induced by CNO of MDA-MB-231 cells co-expressing 
Gi RASSL and Gα13i5. After pretreatment with Fasudil (10μm) for 30 min, in vitro 
transmigration activity through vascular endothelial monolayer was assessed as described 













La perspective de décrypter le génome d’un organisme au complet était il y a vingt 
ans un rêve inespéré qui promettait dans beaucoup d’esprits d’expliquer la biologie 
cellulaire; comprendre ses mécanismes, et traiter ses dysfonctions. Après être parvenu à 
séquencer le génome humain et des centaines d’autres, de la bactérie à l’animal, le bilan 
apparait très différent; nous sommes effectivement devant un nombre fini de gènes et de 
protéines, mais aussi et surtout face à un réseau d’interactions géniques et protéiques d’une 
complexité et d’une subtilité inestimable. La diversité générée par ces interactions 
permettrait d’expliquer que deux espèces ayant un nombre semblable de gènes puissent 
présenter des écarts d’évolution très marqués. Chez les vertébrés, les domaines protéiques 
auraient évolué en permettant un plus grand nombre de combinaisons avec d’autres 
partenaires; par exemple, le domaine apparenté à la trypsine des sérines protéases pourrait 
lier 18 autres types de domaines protéiques chez l’humain alors qu’il ne lierait que 5 
domaines chez le ver (Molecular Cell Biology, 5ème édition). Mais ces interactions 
expliquent surtout comment un même organisme, ou même une seule cellule de cet 
organisme, peut générer une variété de réponses qu’il ne pourrait atteindre par la seule 
fonction du nombre total de ses protéines. Une protéine va s’associer a une autre pour 
inhiber sa fonction, la potentialiser, ou générer une nouvelle fonction que les deux sous-
unités ne peuvent accomplir indépendamment; de nombreux complexes nécessitent même 
l’assemblage de plusieurs sous-unités pour exercer leur rôle cellulaire. L’avantage des 
associations protéiques est qu’elles sont un processus réversible et contrôlable qui n’utilise 
qu’une faible quantité d’information génétique. Le contrôle temporel de la présence d’une 
protéine est effectué grâce à la régulation de l’expression des gènes et de la durée de vie des 
protéines. Le contexte spatial, c’est à dire l’expression de la protéine dans un type cellulaire 
ou même dans un compartiment cellulaire est également un aspect fondamental de cette 
régulation. Les voies de transduction du signal activées en réponse à la stimulation des 
récepteurs cellulaires que sont les RCPG sont un exemple documenté de la complexité des 
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signaux pouvant résulter d’interactions protéiques suite à la liaison d’un messager 
extracellulaire. La régulation de la signalisation par ces facteurs d’échange du GDP peut 
s’effectuer par leur homo ou hétéro oligomérisation mais aussi par la diversité  des 
interactions protéiques subséquentes. La détection des interactions protéine-protéine est  
donc un aspect fondamental de la compréhension des mécanismes cellulaires qui explique 
le grand nombre de méthodes développées pour les mettre en évidence : la co-
immunoprécipitation, les essais pull-down, la technique de double-hybride, la purification 
d’affinité en tandem, les pontages chimiques croisés (cross link) et de nombreuses autres. 
Si ces méthodes se sont avérées extrêmement fructueuses pour mettre en évidence toute 
sorte de complexes protéiques, elles ne renseignent pas sur la dynamique de ces interactions 
en temps réel et très rarement sur leur localisation cellulaire. En ce sens, le clonage de la 
GFP et la génération de ses variants représentent une révolution puisque leur utilisation en 
microscopie a permis de suivre visuellement une protéine et d’identifier ses inter-acteurs ou 
partenaires par co-localisation  dans des compartiments définis. De plus, elles ont donné 
naissance aux essais de complémentation de fluorescence (BiFC) et aux techniques de 
transfert d’énergie par résonance (RET) qui permettent de s’affranchir des problèmes de 
résolution spectrales de la microscopie et d’étudier les interactions protéiques avec des 
outils à leur format.  
 
Choix méthodologiques et contrôles.  
Résumé 
Les résultats présentés dans la première partie de l’article 1 démontrent que 
l’activation du récepteur CCR2 est capable d’engendrer une augmentation du signal de 
BRET au sein du dimère CXCR4-RLuc / CXCR4-vYFP de manière dépendante à la dose 
de MCP-1, que nous interprétons comme un changement conformationnel. En combinant 
ensuite le BRET à un essai de PCA impliquant deux récepteurs CXCR4 fusionnés au PCA 
RLucII et un récepteur CCR2 fusionné à la vYFP, nous nous sommes assurés que le 
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changement conformationnel impliquait l’interaction directe des récepteurs au sein du 
complexe oligomérique. Comme les résultats d’études précédentes démontraient que CCR2 
et CXCR4 pouvaient former des homodimères mais également des hétérodimères entre eux, 
nous avons testé et confirmé l’hypothèse selon laquelle le complexe de récepteurs était 
composé d’un dimère de CXCR4 en interaction avec un dimère de CCR2 par une approche 
de BRET combinée à un double essai PCA. Par la même méthode, nous avons enfin 
démontré que CXCR4 pouvait former des homotétramères et que l’interaction des quatre 
protomères était modulable par le SDF-1. Le choix des méthodes de BRET, BRET-PCA et 
les contrôles qu’elles requièrent seront discutés dans cette première partie, ainsi que 
l’améliorations technique du PCA luciférase qui a permis d’obtenir ces résultats et ceux 
présentés dans l’article 4 en annexe.  
 
Rationnelle de l’étude d’un complexe entre CXCR4 et CCR2. 
Des dizaines d’études utilisant des méthodes très diverses ont démontré l’existence 
d’homo et hétérodimères de RCPG. Les divers artéfacts de détection pouvant résulter en 
des faux positifs doivent nous inciter à multiplier les contrôles d’une part, et d’autre part à 
vérifier la pertinence biologique de l’interaction entre deux RCPG. Les récepteurs CXCR4 
et CCR2 sont coexprimés dans les monocytes, les basophiles, les lymphocytes T mémoire, 
et les cellules dendritiques (Viola and Luster, 2008). La validité biologique de l’interaction 
de ces deux récepteurs a tout d’abord été démontrée par le fait que la coopérativité négative 
entre CXCR4 et CCR2 avait une conséquence fonctionnelle; en effet, la liaison d’un 
agoniste inverse ou d’un antagoniste sur un des deux récepteurs de l’hétérodimère est 
capable d’inhiber la signalisation calcique et la migration induite par l’agoniste du second 
récepteur (Sohy et al., 2007). De plus, dans cette même étude, les auteurs démontrent 
également la coopérativité négative entre CXCR4 et CCR2 sur des lymphocytes T CD4+ 
exprimant les deux récepteurs de manière endogène. Une autre étude utilisant des cellules 
mononucléaires de sang périphérique (PBMC) a révélé qu’un anticorps anti-CCR2 ne 
modifiant pas la liaison de MCP-1 ni la signalisation de CCR2 pouvait inhiber l’infection 
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des cellules par la souche X4 du VIH-1. En effet les auteurs démontrent que 
l’hétérodimérisation des récepteurs endogènes CCR2 et CXCR4 induite par l’anticorps 
suffisait à inhiber la fusion virale par CXCR4, et proposent donc un mécanisme permettant 
de bloquer l’infection par le VIH-1 en agissant en trans sur le récepteur CCR2 (Rodriguez-
Frade et al., 2004). En plus de leur coexpression dans plusieurs types cellulaire, ces travaux 
démontrent donc une interaction fonctionnelle entre les récepteurs de chimiokine CXCR4 
et CCR2. Les rôles potentiels de l’association de plus de deux récepteurs seront discutés 
plus loin. 
 
Localisation des dimères de récepteurs à la membrane de cellules 
vivantes. 
Au début de l’étude sur l’oligomérisation des récepteurs aux chimiokines CXCR4 et 
CCR2, le choix s’est orienté vers les techniques de transfert d’énergie car nous voulions 
avoir une preuve de l’existence des complexes d’ordre supérieur dans des cellules vivantes; 
de plus, cette approche pouvait permettre de suivre la dynamique des protomères entre eux, 
notamment les possibles changements conformationnels des protomères induits par le 
ligand. L’utilisation du BRET plutôt que du FRET est justifiée par le fait que l’on 
s’affranchi alors des problèmes de photoblanchiement, d’autofluorescence, et d’excitation 
simultanée du donneur et de l’accepteur. L’avantage majeur du FRET sur le BRET est de 
pouvoir localiser l’interaction protéique dans des compartiments sub-cellulaires en 
microscopie, ce qui n’étais pas requis dans cette étude. Il était en revanche important de 
vérifier la localisation des récepteurs à la surface cellulaire pour s’assurer que les signaux 
de BRET enregistrés ne provenaient pas d’une accumulation dans le RE. Or l’étude de 
Percherancier et al. qui a servi de base à ces travaux avait démontré que la stimulation des 
homo et hétéro-dimères de récepteurs CXCR4 et CCR2 avaient la propriété d’engendrer 
une augmentation du signal de BRET basal (Percherancier et al., 2005); comme les 
chimiokines SDF-1 et MCP-1 sont des peptides qui ne peuvent traverser la membrane 
plasmique, cette variation du signal fournissait la preuve suffisante que les récepteurs 
  
250
activés ne se situaient pas dans un compartiment intracellulaire. De plus, la localisation 
d’un dimère en microscopie BRET est désormais accessible grâce aux mutants de la Renilla 
Luciférase, les RLuc8 et RLucII. En effet, l’augmentation significative du  rendement 
quantique de ces deux variants permet de détecter la luminescence et le transfert d’énergie 
avec un ratio signal/bruit et des temps d’acquisition tout à fait acceptables. Le dimère 
CXCR4-RLucII / CXCR4-vYFP a ainsi été visualisé en membrane à la surface cellulaire 
par microscopie TIRF avec un temps d’acquisition de seulement 10 secondes (figure 19). 
 
 
Figure 19 : Visualisation du dimère CXCR4 en microscopie BRET 
Images obtenues pour une exposition de 10 secondes avec un objectif 60x 1,4NA 
Nikon TIRF et une caméra EMCCD (Cascade II). La première colonne est non filtrée 
(luminescence totale) et la deuxième est filtrée à 530nm (BRET). La ligne du bas est 
obtenue après photoblanchiement. La perte de signal entre l’image en haut à droite et en bas 
à droite représente donc la lumière émise à 530nm par la YFP grâce au transfert d’énergie. 
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Changement conformationnel trans-récepteur détecté en BRET. 
 Nous avions donc la confirmation que l’augmentation du signal de BRET entre CXCR4-
RLuc et CXCR4-vYFP en réponse au SDF-1 relevait de la modulation de leur interaction 
en membrane (figure 1a). Les résultats de la figure 1b démontrent que l’activation de CCR2 
engendre une augmentation de BRET entre CXCR4-RLuc et CXCR4-vYFP de manière 
dépendante de la dose de MCP-1. Cet effet, que nous interprétons comme un changement 
conformationnel trans-récepteur, n’avait été observé auparavant que dans des complexes 
impliquant deux récepteurs. Par exemple, une étude de l’équipe du Dr. Lohse a utilisé le 
FRET intramoléculaire dans le récepteur α2A-AR pour démontrer que le changement 
conformationnel induit par son ligand, la noradrénaline, était inhibé par l’activation du 
récepteur opioïde μOR avec lequel il forme un hétérodimère, après traitement avec la 
morphine (Vilardaga et al., 2008). L’augmentation du signal de BRET que nous observons 
à la figure1b peut cependant être indirect et résulter de l’activation d’une voie de 
signalisation par CCR2, qui modifierait l’état conformationnel de CXCR4 par un 
changement d’environnement protéique. Les expériences en BRET-PCA menées par la 
suite nous ont démontré que ces trois récepteurs étaient en interaction directe, et donc que 
la conformation du dimère CXCR4 pouvait être modifiée  en réponse directe à celle de 
CCR2. Le fait que les trois récepteurs interagissent directement n’élimine cependant pas la 
possibilité qu’une voie de signalisation engagée par CCR2 soit impliquée, mais trois 
arguments supplémentaires nous ont confortés dans ce sens. D’abord, une expérience 
préliminaire à cette étude réalisée par le co-auteur Y.Percherancier montre que le signal de 
BRET du dimère CXCR4 est affecté par la stimulation de CCR2 sur des préparations 
membranaires en présence de PTX (Figure non montrée). Cette expérience exclue donc à 
priori l’implication d’une voie de signalisation engagée par CCR2. D’autre part, le contrôle 
utilisé dans la figure 1b qui consiste à vérifier l’absence d’effet de la stimulation du 
récepteur dopaminergique D2 sur le dimère CXCR4 a un double rôle. Il permet de s’assurer 
que l’interaction directe entre le dimère de CXCR4 et CCR2 est spécifique et qu’un autre 
RCPG n’a pas le même effet sur CXCR4, mais aussi que la stimulation de ce récepteur 
contrôle, qui est couplé à la protéines Gαi comme CCR2, n’influence pas la conformation 
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de CXCR4 via la protéine Gαi ou ses voies de signalisation. Enfin, il a été démontré 
que le peptide dérivé du domaine TMIV de CXCR4 pouvait inhiber en partie le 
changement conformationnel entre CXCR4 et CCR2 suite à la stimulation par le MCP-1, ce 
qui implique la transmission du changement conformationnel par un contact direct entre les 
deux protomères (Percherancier et al., 2005). Aucune de ces hypothèses ne peut cependant 
exclure que l’augmentation de BRET au sein du dimère CXCR4 en réponse à la stimulation 
de CCR2 résulte d’une combinaison d’effets directs et indirects, à savoir d’un changement 
conformationnel propagé et de l’intervention de protéines recrutées par CCR2 
respectivement.  
 
Détection de complexes d’ordre supérieur de RCPG par BRET combiné à 
la méthode de PCA.  
Les méthodes disponibles permettant de détecter plus de deux membres dans un 
complexe protéique sont très rare. Avant l’amélioration des techniques de transfert 
d’énergie, seule la co-immunoprécipitation séquentielle utilisant trois épitopes différents 
avait permis de révéler une interaction directe entre 3 récepteurs, dans le cas des récepteurs 
muscariniques M2 (Park and Wells, 2004). Cependant, comme mentionné auparavant, cette 
technique requiert l’usage de détergents et la solubilisation des protéines, ce qui peut 
entraîner plusieurs artéfacts dans la détection de complexes protéiques. Les transferts 
d’énergie séquentiels ou combinés à l’approche PCA permettant de visualiser l’interaction 
de trois ou quatre protéines en temps réel dans des cellules vivantes représentent donc une 
avancée majeure de cette dernière décennie. Le 3-FRET représente une méthode 
intéressante pour détecter l’interaction entre 3 RCPG (Lopez-Gimenez et al., 2007). 
Comme démontré dans la figure 13 de l’introduction, l’interaction des trois partenaires est 
attestée par le transfert d’énergie successif entre la CFP, la YFP et la DsRed; l’inconvénient 
est qu’il existe aussi un transfert d’énergie direct entre la CFP et la DsRed qui oblige à 
effectuer une correction du signal. Une interaction entre les récepteurs A2A de l’adénosine, 
cannabinoïde CB1 et D2 de la dopamine a aussi été démontrée par une technique de RET 
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séquentiel appelée SRET (Carriba et al., 2008). Cette méthode consiste en un 
premier transfert d’énergie BRET entre la RLuc et la YFP (SRET1) ou la GFP2 (SRET2),  
où l’excitation de l’accepteur BRET permet un transfert d’énergie à l’accepteur FRET final, 
la DsRed pour le SRET1 et la YFP pour le SRET2. L’effet n’a pas cependant pu être 
reproduit dans notre laboratoire du fait que la YFP accepte directement l’énergie de la 
RLuc et qu’il serait impossible de distinguer ce signal de celui du transert RLuc-GFP-YFP 
(Breton et al., 2010).  
Le fait que ces techniques impliquent des limitations majeures en terme de 
sensibilité et qu’elles ne permettent la détection que de trois protéines simultanément, nous 
ont conduit à choisir une méthode utilisant le PCA simple et double. Un avantage majeur de 
l’utilisation de la luciférase tronquée (BiLC) ou de la vYFP tronquée (BiFC) dans une 
interaction protéine – protéine « simple » par rapport au transfert d’énergie est que 
l’analyse de FRET par exemple se base sur une différence d’intensité ou de temps de ½ vie 
de fluorescence lorsque les deux fluorophores sont seuls ou dans le même complexe. En 
revanche, la BiFC se base sur la reconstitution d’un complexe fluorescent à partir de deux 
fragments non fluorescents; cette analyse est donc par nature plus sensible puisque variant 
sans ambiguïté entre un signal ou une absence de signal. En revanche, un des désavantages 
de la BiFC, notamment avec la vYFP utilisée dans cette étude, est que la complémentation 
des fragments est irréversible, empêchant donc toute dissociation subséquente des protéines 
d’intérêt. Nous avons pu nous affranchir de ce problème en utilisant préférentiellement le 
PCA luciférase dans les interactions entre trois partenaires car il a été démontré que 
l’association de ce PCA était complètement réversible (Stefan et al., 2007). La 
reconstitution de deux hémifragments de luciférase ou de v-YFP donnent des signaux de 
luminescence inférieurs aux protéines natives, ce qui affecte le transfert d’énergie détecté 
(Kerppola, 2006). Il était donc préférable d’utiliser la méthode de RET la plus sensible 
possible pour pouvoir distinguer les signaux spécifiques du bruit de fond. Pour les raisons 
énoncées plus haut qui affectent beaucoup la sensibilité du FRET, il était donc justifié de 
choisir le BRET pour le combiner à l’approche en double PCA. Les premiers essais 
effectués avaient pour but de déterminer si CXCR4 pouvait former un tétramère; ce 
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récepteur a été choisi, plutôt que CCR2, en raison de sa forte expression et des signaux 
de BRET importants que le dimère générait dans le système hétérologue de cellules 
HEK293  transfectées de manière transitoire. Si un transfert d’énergie était visible entre le 
dimère de CXCR4 fusionné à la RLuc tronquée au niveau de l’acide aminé 110 (voir 
tableau V) (Stefan et al., 2007) et le dimère de CXCR4 fusionnée à la vYFP tronquée en 
position 156 (Heroux et al., 2007), les signaux sortaient à peine du bruit de fond, 
principalement dû à une émission trop faible de la luminescence du PCA luciférase.  
Le double mutant de la luciférase RLucII (voir tableau III) a permis de générer le 
PCA RLucII également tronqué en position 110, qui génère environ 6,5 fois plus de lumière 
que le précédent (figure 20).  
 
 
Figure 20 : Luminescence PCA RLucII 
Signaux de luminescence détectés pour l’expression des deux fragments individuels 




Détection d’un trimère Stau1 en BRET-PCA 
La génération du PCA RLucII a été un apport technique significatif dans la 
détection de complexes multi-protéiques en BRET. Dans une collaboration avec l’équipe 
du Dr. Desgroseillers (article en annexe), l’approche BRET combinée au PCA RLucII nous 
a permis de révéler que Stau-1, une protéine de liaison de l’ARN double brin impliquée 
dans l’adressage des protéines dans des régions cellulaires spécifiques, était un complexe 
oligomérique impliquant au moins 3 partenaires. La validation de la spécificité 
d’interaction entre trois protéines Stau1 a pu être évaluée grâce à une courbe de titration; 
cet essai n’aurait pas été envisageable avec la version non mutée du PCA-RLuc. Aussi, 
pour savoir si l’ARN était requis pour l’assemblage de Stau1, le BRET-PCA a du être 
réalisé en présence de RNAse dans un lysat cellulaire. La modification du pH due à 
l’utilisation d’un tampon de lyse altère l’émission de lumière par la luciférase et cette 
expérience de BRET n’aurait sans doute pas pu être effectuée sans la version modifiée du 
PCA-RLucII  
Détection d’homo et hétéro-tétramères CXCR4 en BRET-double PCA 
Le défi majeur pour détecter une interaction entre trois ou quatre protéines en BRET 
est donc d’avoir un signal de donneur suffisant pour palier la faible probabilité de 
reconstitution du PCA en présence d’un ou deux partenaires supplémentaires 
respectivement. Cette tâche a été accomplie avec succès pour le trimère CXCR4 par co-
transfection du CXCR4-vYFP dans un premier temps (figure non montrée), puis avec le 
récepteur CCR2-vYFP (figure 2a). L’interaction basale entre le dimère de CXCR4 fusionné 
au PCA-RLucII et le récepteur CCR2-vYFP confirmait donc une interaction directe entre 
les trois récepteurs. L’augmentation du signal de BRET en réponse au traitement par le 
MCP-1 corroborait l’hypothèse d’un changement conformationnel trans-récepteur 
impliquant au moins 3 protomères.  
Comme les récepteurs CXCR4 et CCR2 peuvent chacun former des homodimères, 
et en avançant l’hypothèse que le dimère serait l’unité fonctionnelle d’un RCPG, notre 
intuition était que les oligomères seraient plus vraisemblablement des tétramères que des 
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trimères. L’utilisation d’une Vénus tronquée (tableau IV), comme accepteur d’énergie 
du PCA-RLucII nous a permis par la suite de détecter l’association de quatre récepteurs 
CXCR4 en simultané dans des cellules vivantes (figure 4a), mais aussi de confirmer que le 
changement conformationnel trans-récepteur observé juste avant (figures 1b et 2a) 
impliquait l’interaction directe d’un dimère de CCR2 avec un dimère de CXCR4 (figure 
3a). C’était la première fois que l’interaction entre deux dimères différents était démontrée; 
de plus, dans le cas de cet hétéro-tétramère comme dans le cas de l’homotétramère CXCR4, 
la spécificité d’interaction a pu être confirmée par la modulation du signal de BRET entre 
les quatre partenaires après stimulation par le MCP-1 et le SDF-1 respectivement. En effet 
la variation de proximité des quatre récepteurs en réponse à l’agoniste qui se trouvent 
constitutivement à une distance permissive pour le transfert d’énergie peut être considérée 
comme une preuve de spécificité d’interaction. La modulation du signal de BRET par 
l’agoniste n’avait jamais été rapportée auparavant pour un tétramère, ce qui oblige à réaliser 
des courbes de titration complexes (voir chapitre suivant) ou utiliser des méthodes 
alternatives telles que le pontage chimique de cystéines entres les TM pour valider la 
spécificité d’interaction des quatre partenaires (Guo et al., 2008). 
 
Contrôle de la spécificité d’interaction en BRET et BRET-PCA. 
Comme dans toute méthode de détection d’interaction protéine – protéine, la 
spécificité de l’interaction doit être évaluée rigoureusement en BRET. Même si leur 
localisation en membrane est vérifiée, les RCPG peuvent interagir de manière aléatoire dû à 
leur surexpression et leur confinement dans des zones membranaires limitées et générer un 
signal de BRET basal aspécifique. La méthode habituelle pour discriminer une interaction 
spécifique d’une collision aléatoire en BRET est l’utilisation des courbes de titration (figure 
9). Si ce contrôle est aisé à mettre en place dans le cas d’un dimère de RCPG, les 
contraintes techniques deviennent majeures dans l’étude de complexes d’ordre supérieur. 
L’objectif qui est de saturer tous les donneurs d’énergie en cotransfectant une quantité 
croissante d’accepteurs devient problématique dans le cas d’un tétramère où deux 
  
257
hémifragments de luciférase fusionnés au premier dimère et deux hémifragments 
de v-YFP fusionnés au second doivent être coexprimés. La formation d’un tétramère 
permettant le transfert d’énergie par reconstitution des deux PCA représente alors une 
probabilité de 1/35 (figure 21).  
 
Figure 21 : Probabilité de reconstitution BiLC-BiFC 
Il existe une configuration sur 35 permettant de générer un transfert d’énergie. 
 
L’augmentation de l’expression des accepteurs pour réaliser la titration fait 
diminuer encore cette probabilité en favorisant les tétramères composés seulement 
d’accepteurs et entrent en compétition avec la formation de donneurs. La diminution de 
luminescence inhérente à la surexpression d’accepteurs modifie le ratio brut 
accepteur/donneur et oblige à réaliser des matrices avec différentes quantités de donneurs 
pour réaliser la titration dans des conditions rigoureuses. La transfection de grandes 
quantités de récepteurs-BiLC et de récepteurs-BiFC augmentent également le risque de 
travailler dans des conditions d’expression supra-physiologiques. Dans l’article 1, le 
changement de BRET induit par le ligand a été utilisé comme contrôle de spécificité 
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d’interaction entre deux dimères de CXCR4, mais aussi entre un dimère de CXCR4 et 
un dimère de CCR2.  
 
Etude moléculaire du changement de BRET induit par le ligand.  
L’augmentation du signal de BRET entre deux RCPG suite à la liaison de l’agoniste 
est rarement observée dans la littérature, et il n’avait encore jamais été démontré entre 4 
récepteurs. Son utilité en tant que contrôle de la spécificité d’interaction mais aussi comme 
témoin potentiel de l’activité du récepteur en font un outil qu’il aurait été intéressant 
d’appliquer à d’autres RCPG. En ce sens, nous avons essayé de déterminer pourquoi ce 
changement était visible avec le récepteur CXCR4 avec une telle fenêtre dynamique, et non 
sur la majorité des autres RCPG. Le « linker » ou espaceur est une courte séquence d’acides 
aminés qui fait le lien entre la protéine d’intérêt et le domaine protéique rapporteur qui lui 
est fusionné. Il est attendu que la composition de sa séquence et sa longueur influencent le 
signal puisque le BRET dépend de l’orientation et de la distance entre les deux 
fluorophores. L’hypothèse de base était que dans le cas du récepteur CXCR4, la 
composition des acides aminés structurait assez le linker pour que le changement 
conformationnel du récepteur puisse être transmis jusqu’au niveau du fluorophore. Le 
linker 1 de séquence KPGDPPARAT qui donne la meilleure fenêtre dynamique (linker 1 
avec le donneur + linker 1 avec l’accepteur effet maximum = 0,28 +/- 0,02 Unités BRET) a 
donc été remplacé soit dans une des fusions, soit dans les deux, par le linker 2, de taille 
semblable mais composé des acides aminés GSGGGGSA (figure 22). De manière 
intéressante, on peut voir sur la figure 22 que l’insertion du linker 2 sur les protéines de 
fusion accepteur et donneur (linker 2 + linker 2) abolit quasiment l’effet de ligand induit 
par le SDF-1 (effet maximum = 0,07 +/- 0,02 Unités BRET), alors que le mélange des deux 





Figure 22 : Influence du linker sur le changement de BRET . 
Le différents linkers sont testés sur le dimère CXCR4-RLuc et CXCR4-vYFP après 
stimulation avec un dose croissante de SDF-1.. 
 
Ces résultats démontraient que le linker influence de manière importante le 
changement de BRET du dimère CXCR4 induit par le SDF-1; nous avons alors décidé 
d’introduire le linker 1 sur d’autres fusions de RCPG pour essayer d’obtenir les mêmes 
effets. La fusion par le linker 1 du récepteur des prostaglandines F (FP) et du récepteur du 
facteur d’agrégation plaquettaire (PAF) aux donneurs et accepteurs d’énergie ne donnèrent 
cependant aucun changement de BRET induit par leurs ligands respectifs PGF2α et cPAF 
(Figure 23).  
 
Figure 23 : Absence d'effet du linker sur d'autres dimère de RCPG 
Le linker 1 n’influence pas le BRET du dimère FP-R et du dimère PAF-R suite à la 
stimulation par leurs agonistes.  
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La composition du linker joue donc un rôle important dans le changement de 
BRET induit par le ligand, mais l’application n’est pas généralisable à d’autres RCPG. Il se 
pourrait que l’effet observé avec CXCR4 soit une propriété intrinsèque de ce récepteur; 
notamment, l’extrémité C-terminale de CXCR4 n’est pas palmitoylée, contrairement à celle 
de la plupart des RCPG (Nguyen and Taub, 2002). L’absence de palmitoylation, qui sert de 
point d’ancrage à la sortie du TMVII, pourrait expliquer un plus grand degré de liberté de 
l’extrémité C-terminale du récepteur (Wu et al., 2010) à laquelle sont fusionnées les 
protéines donneur et accepteur en BRET. Le coté C-terminal du TMVII qui contient le 
motif NPXXY subit des changement conformationnels importants lors de l’activation du 
récepteur en réponse à la liaison du ligand (Rosenbaum et al., 2009) qui pourraient être 
transmis plus facilement jusqu’aux protéines de fusion en absence de l’ancrage créé par le 
palmitate.  
Il est intéressant de noter que le SDF-1 engendre un changement de BRET 
important dans le cas du tétramère CXCR4 (figure 4a), alors que les PCA RLucII et vYFP 
sont fusionnés avec des linkers plus longs que ceux décrits précédemment et composés 
d’un enchaînement de Glycines et de Serines comme le linker 2. Ceci confirme que les 
caractéristiques du récepteur sont sans doute plus importantes que celles du linker dans 
l’effet observé, mais amène également à la question qui fait débat pour le dimère, à savoir 
de déterminer si SDF-1 induit la formation de tétramères par association de deux dimères 
ou si l’effet observé est dû à un changement de conformation au sein d’un tétramère 
préformé. Une explication possible des importants changements de BRET induits par le 
ligand dans le cas de CXCR4 serait que la chimiotaxie induite par SDF-1 engendre la 
relocalisation membranaire des récepteurs et leur accumulation dans certaines zones. Cette 




Formation de complexes d’ordre supérieur. 
Si l’on assume que les oligomères de RCPG existent et qu’ils sont assemblés dès 
leur biosynthèse dans le RE, deux possibilités de formation de tétramères sont 
envisageables. D’abord, les tétramères, comme les dimères, seraient formés dans le RE puis 
exportés à la membrane plasmique. Dans le cas du récepteur adrénergique α1b, l’intégrité 
des deux domaines d’interaction TMI et TMIV serait nécessaire à son assemblage en 
trimère dans le RE et un prérequis à son adressage membranaire à la surface (Lopez-
Gimenez et al., 2007). Une autre hypothèse serait que les dimères soient formés dans le RE 
et que les tétramères soient assemblés à la surface par association de deux dimères. Une 
étude explore actuellement cette question concernant les récepteurs A2A de l’adénosine qui 
peuvent former au moins des trimères (Gandia et al., 2008). En effet des résultats non 
encore publiés suggèrent que l’inhibition du transport antérograde des protéines du RE vers 
l’appareil de Golgi par la bréfeldine A provoquerait l’accumulation du dimère A2A dans les 
compartiments intracellulaires mais pas des oligomères d’ordre supérieur. Ce 
fonctionnement serait d’une importance majeure puisque il apporterait la possibilité d’une 
régulation dynamique de l’assemblage de deux dimères en réponse à une stimulation ou à 
un environnement cellulaire particulier.  
Le fait que deux dimères de nature différente (figure 3a) puisse s’assembler conduit 
à s’interroger sur la notion d’hérérodimérisation en tant qu’interaction entre deux 
monomères. Selon les résultats obtenus (figure 3a), les hétérodimères pourraient en effet 
résulter de l’association de deux dimères de nature différente; ce modèle fournirait alors un 
schéma simple pour expliquer que certains récepteurs forment des homodimères et des 
hétérodimères, comme CXCR4 et CCR2.  Comme mentionné plus haut, les homodimères 
seraient les unités fonctionnelles des RCPG, assemblés dès leur biosynthèse pour permettre 
leur export du RE, et les hétéro-oligomères se formeraient plus tard, vraisemblablement en 
à la surface cellulaire, par association de deux homodimères. Une des raisons de ce 
fonctionnement serait de permettre l’association de deux familles de récepteurs à faible 
degré d’homologie pour générer une entité avec une nouvelle fonction. Si les RCPG 
  
262
doivent obligatoirement être en dimère pour sortir du RE, l’interaction préférentielle 
entre deux récepteurs identiques  privilégierait les homodimères et annihilerait la diversité 
apportée par les hétérodimères. Les interfaces multiples d’interaction permettraient en 
revanche l’association de différents homodimères en membrane et un gain de diversité. En 
fonction des niveaux d’expression des différents homodimères, la seconde interface 
pourrait néanmoins permettre la formation d’homotétramères. Cette hypothèse doit 
cependant être nuancée puisque l’on sait déjà que le récepteur GABAb est un hétérodimère 
obligatoire qui se forme dans le RE, et que le tétramère est le résultat de 
l’homodimérisation des hétérodimères (Maurel et al., 2008). D’autre part, les formes 
immatures des récepteurs V1a et V2 ont pu être immunoprécipitées en hétérodimères ainsi 
qu’un signal de BRET de ce complexe détecté à partir de fractions enrichies de membranes 
de RE, suggérant que certains hétérodimères au moins s’assemblent tôt durant leur 
biosynthèse (Terrillon et al., 2003). L’hypothèse d’homodimérisation d’hétérodimères 
préformés est donc plausible aussi. Il est important de garder à l’esprit qu’une dizaine 
d’études à peine rapportent aujourd’hui l’existence de complexes de RCPG d’ordre 
supérieur; même si ce faible nombre de cas est peut être dû aux limitations techniques qui 
viennent juste d’être franchies, les oligomères de plus de deux récepteurs ne sont sans doute 
pas généralisable à tous les RCPG (Rives et al., 2009). 
 
Hypothèse structurale. 
Les travaux de Percherancier et al. rapportent  qu’un peptide issu du TMIV de 
CXCR4 inhibe le changement conformationnel induit par SDF-1 mesuré par l’approche 
BRET et la production d’AMPc par CXCR4 (Percherancier et al., 2005). Sur la base de ces 
données fonctionnelles et de la structure tridimensionnelle du dimère de CXCR4 (Wu et al., 
2010), on peut donc émettre l’hypothèse d’une double interface de contact dont la première 






Figure 24 : Représentation  de la structure quaternaire potentielle d'un tétramère CXCR4 
Figure réalisée à partir du logiciel PyMol et du pdb 3ODU 
 
Rôles potentiels. 
Comme mentionné plus haut, l’assemblage de deux dimères différents pourrait être 
la manière d’obtenir ce que nous qualifiions d’hétérodimères, et d’apporter une diversité 
supplémentaire dans la signalisation des RCPG.  
Une autre possibilité pourrait expliquer la formation de ces complexes. La migration 
initiée par les chimiokines engendre une polarisation de la cellule et de la machinerie de 
signalisation intracellulaire. Il a été démontré que CXCR4 était uniformément distribué à la 
surface de cellules immobilisées sur un endothélium en absence de stimulation, et que 
l’ajout de SDF-1 permettait la redistribution des récepteurs sur le front de migration (van 
Buul et al., 2003). Les auteurs rapportent également que le regroupement des récepteurs 
CXCR4 se ferait dans des zones correspondant à des radeaux lipidiques et que la présence 
des radeaux serait nécessaire à la migration, l’internalisation, et à la polarisation. La 
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polarisation de la cellule et la formation d’un front de migration regroupant les 
récepteurs pourraient expliquer l’augmentation du signal de BRET observé pour les 
récepteurs CXCR4. La capacité de former des tétramères ou des oligomères supérieurs 
faciliterait ce regroupement en formant des structures quaternaires plus compactes. 
L’association des récepteurs serait aussi un moyen de diminuer leur mobilité latérale pour 
rester positionnés sur le front de migration en absence de stimulation continue. De manière 
intéressante, une autre étude avait déjà mentionné l’importance de la localisation de 
CXCR4 dans les radeaux lipidiques; les résultats  démontraient que la migration de cellules 
cancéreuses était inhibée par la déplétion des radeaux, mais aussi que cet effet pouvait être 
reproduit par un peptide issu du TMIV de CXCR4 capable d’atténuer le signal de FRET 
entre deux protomères CXCR4 (Wang et al., 2006).  
 
Les résultats de cette première partie démontrent que les récepteurs de chimiokines 
CXCR4 et CCR2 peuvent former des homo et hétéro tétramères, et que l’activation d’un 
dimère de CCR2 peut modifier la conformation d’un dimère CXCR4. De manière 
intéressante, ils constituent une explication potentielle à la trans inhibition allostérique qui 
a été observée entre ces deux récepteurs (Sohy et al., 2007).  La modification du site de 
liaison de CXCR4 serait au moins en partie la conséquence d’un réarrangement induit par 
l’activation de CCR2.  
La seconde partie de la discussion aborde  le rôle potentiel du changement 
conformationnel trans récepteur sur l’engagement des protéines G et de la β-arrestine.  
 
Engagement d’une protéine G par un dimère de récepteur. 
Les résultats présentés dans la figure 5 démontrent l’engagement de la protéine Gαi1 
par un dimère de récepteurs CXCR4, qui se traduit par une variation du signal de BRET 
entre les trois partenaires. Un signal basal est observé entre le dimère de CXCR4 fusionné 
au PCA v-YFP et la Gαi fusionnée à la RLuc en trois positions différentes. La stimulation 
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par SDF-1 entraîne une augmentation du signal de BRET pour deux des positions 
(Gαi91 et Gαi60) alors qu’une diminution est observée pour la troisième position (Gαi122). 
Ceci peut être interprétée comme la preuve d’un complexe préformé entre le dimère 
CXCR4 et Gαi qui changerait de conformation lors de la stimulation par le ligand, et écarte 
l’hypothèse d’une interaction récepteur – protéine G qui se ferait par collision (Orly and 
Schramm, 1976; Tolkovsky and Levitzki, 1978). Ces résultats démontrent avant tout que la 
protéine G peut être engagée par un dimère de récepteur. 
 Nous avons alors voulu savoir si le changement conformationnel trans-récepteur 
entre CCR2 et CXCR4 permettait l’engagement de la protéine G par CXCR4 lors de 
l’activation de CCR2. On peut voir sur la figure 7b que la stimulation de CCR2 par MCP-1 
est capable d’engendrer une augmentation du signal de BRET entre CXCR4-vYFP et Gαi-
RLuc. Ce résultat peut s’expliquer de deux manières : soit le changement conformationnel 
trans-récepteur permet à CXCR4 d’engager la protéine G en réponse à l’activation de 
CCR2, soit l’activation de CCR2 engendre un état de haute affinité avec la protéine G, ce 
qui modifie le positionnement de cette dernière sous l’hétérodimère et fait varier le signal 
de BRET. Il a été démontré que dans le dimère BLT1, la liaison de l’agoniste à un seul des 
protomères diminuait fortement la liaison de l’agoniste à l’autre protomère (Damian et al., 
2008). L’explication avancée est qu’une seule protéine G  interagit avec le dimère, et 
qu’elle ne peut lier qu’un des deux protomères pour le stabiliser dans sa conformation 
active de haute affinité. Ce mécanisme qui a également été suggéré pour expliquer la 
coopérativité négative des hétérodimères CCR2-CCR5 et CCR2-CXCR4, signifierait que le 
changement de BRET observé entre CXCR4 et Gαi est dû à un réarrangement 
conformationnel de la protéine G en faveur du récepteur activé, CCR2. Cependant, on ne 
peut pas exclure un rôle du récepteur non lié dans l’activation de la protéine G. Les travaux 
sur le récepteur BLT1 démontrent que la conformation du récepteur non lié ne représente 
pas un état actif en terme de couplage à la protéine G mais n’attribuent pas de rôle à ce 
protomère. D’autres résultats obtenus avec le récepteur dopaminergique D2 prouvent par 
contre que le récepteur non lié serait nécessaire à l’activation de la G, car certaines de ses 
conformations et la mutation de ses boucles intracellulaires peuvent inhiber l’activation de 
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la protéine G (Han et al., 2009). L’étude sur le récepteur dopaminergique D2 utilise un 
modèle permettant de contrôler le rôle de chaque protomère dans l’activation de la protéine 
G.  Dans ce système, une réponse calcique n’est générée que lors de la coexpression d’un 
récepteur D2 sauvage (protomère A) et d’une chimère D2-Gqi5 (protomère B) (figure 25); 
en effet le D2 qui est couplé à Gαi ne génère pas de signal calcium, et la chimère D2-Gqi5 
utilise un linker très court entre le récepteur et la protéines G qui impose un encombrement 
stérique défavorable à l’activation de Gqi5 et de la voie calcique. Des mutations sur chacune 
des sous-unités du dimère D2 ont ensuite permis aux auteurs de déterminer l’importance de 
chacun des protomères dans l’activation de la protéine G.  
 
Figure 25 : dimère de récepteur à la dopamine D2 - D2/Gqi5 
Modèle utilisé par Han et al. pour définir le rôle de chaque protomère de récepteur 
dopaminergique D2 dans l’activation de la protéine G.  
 
L’effet de trois mutations de la deuxième boucle intracellulaire (R132A, V136D, 
M140E) et une délétion de la boucle i3 (213-219) semble particulièrement intéressant. 
Chacune de ces modifications inhibe l’influx calcique lorsqu’elle est placée sur le 
protomère A, confirmant l’importance de son rôle dans l’activation de la protéine G. Mais 
de manière plus intéressante, les mutations de i2 inhibent également la signalisation 
lorsqu’elles sont placées sur le protomère B, et la délétion de i3 n’a pas d’effet. Ces 
résultats suggèrent donc que l’activation de la protéine G nécessite les boucles i2 des deux 
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protomères, alors que la boucle i3 du protomère activé seulement serait requise. 
L’utilisation de mutations découplantes (D80A et N393A) situées dans le TMII et le 
TMVII respectivement inhibent la réponse calcique lorsqu’elles sont placées sur le 
protomère A alors que la mutation N393A seulement altère l’activation de la G. La 
conformation des deux récepteurs serait donc importante pour l’activation de la protéine G, 
mais elle serait de nature différente.  
L’importance des boucles intracellulaires des deux récepteurs pourrait expliquer  
l’absence de trans-activation observée dans le cas du récepteur BLT1. En effet, dans le 
système utilisé par Damian et al., le récepteur BLT1 qui est le seul à pouvoir lier LTB4 
dans le dimère est également mutés sur sa boucle i3, empêchant l’activation en cis de la 
protéine G (figure 26). Comme la stimulation par LTB4 n’entraîne pas de liaison de GTPγs, 
les auteurs en concluent une absence de trans activation de la protéine G (Damian et al., 
2008). Au vu des résultats obtenus avec le récepteur dopaminergique D2, il serait donc 
intéressant de connaître l’effet de mutations des boucles intracellulaires du récepteur ALXR 
sur l’activation en cis de la protéine G par BLT1. Ces résultats ne permettent donc pas 
d’exclure un rôle de ALXR dans l’activation de Gα par BLT1.  
  
Figure 26 : Dimère ALXR-BLT1 
Absence de trans-activation de la protéine G dans le dimère BLT1-ALXR.  
Dans le but de déterminer si CXCR4 jouait un rôle dans l’engagement de la protéine 
G par l’hétérodimère, nous avons utilisé le récepteur mutant CXCR4-N119K qui est 
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déficient dans sa capacité à activer la protéine Gαi; des résultats antérieurs ont montré 
l’absence de liaison de GTPγs par la protéine G lors de l’activation du mutant par SDF-1 
(Berchiche et al., 2007) et nous avons pu démontrer en BRET que cette mutation inhibe 
totalement l’engagement de Gαi par CXCR4 (figure 7a). Les données de la figure 7b 
démontrent que la mutation N119K altère l’engagement de la protéine Gαi par 
l’hétérodimère lors de la stimulation de CCR2 par MCP-1. L’augmentation du signal de 
BRET qui était de 43% avec CXCR4 sauvage n’est plus que de 22% dans le cas de CXCR4 
N119K. Comme dans le cas des récepteurs dopaminergiques D2, ce résultat suggère une 
part substantielle de CXCR4 dans l’engagement de la protéine G par l’hétérodimère 
CXCR4-CCR2. Il est important de noter que cette trans-régulation de la protéine G par 
CXCR4 n’est pas incompatible avec l’hypothèse avancée pour expliquer la coopérativité 
négative des dimères : la liaison de haute affinité de la protéine G à un seul protomère 
n’impose pas qu’il y ait une absence totale de régulation par l’autre protomère. Car alors, 
tout le gain de la dimérisation serait perdu.  
 
Recrutement de la β-arrestine par un dimère de récepteur. 
Dans le but de mieux caractériser les voies de signalisation engagées, nous avons 
ensuite étudié le recrutement de β-arrestin2 par les homo et hétéro-complexes CXCR4 et 
CCR2. Dans un premier temps, comme dans le cas des protéines G, nous avons pu 
constater que la β-arrestine pouvait être recrutée par l’homodimère CXCR4 mais aussi par 
l’homodimère CCR2 (figures 8a et 8b). De manière intéressante, les cinétiques de 
recrutement s’avèrent très différentes pour les deux récepteurs, avec une ½ vie  de 11 
minutes environ pour CXCR4 et inférieure à la minute pour CCR2. Comme nous l’avions 
observé pour la protéine G, nous voulions savoir si CXCR4 était également impliqué dans 
le recrutement de β-arrestine par l’hétérodimère CXCR4-CCR2 lors de l’activation de ce 
dernier. Les  résultats de la figure 10b montrent que la stimulation par MCP-1 permet 
également le recrutement de RLucII-β-arrestine2 sous le dimère CXCR4-vYFP/CCR2. Ces 
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résultats suggèrent que l’hétérodimère pourrait être désensibilisé et /ou engager 
une voie de signalisation dépendante de la β-arrestine en réponse à la stimulation d’un seul 
récepteur, CCR2. De manière intéressante, nous avons révélé que le mutant CXCR4-
N119K qui est découplé de la protéine G n’est plus capable non plus de recruter la β-
arrestine sous le récepteur CXCR4 en réponse au SDF-1. L’effet de ce mutant sur le 
recrutement de la β-arrestine à l’hétérodimère n ‘était pas attendu; comme le démontre la 
figure 7b, il s’avère que la mutation potentialise le recrutement de la RLucII-β-arrestine2 
sous l’hétérodimère CXCR4-N119k-vYFP/CCR2 en réponse au MCP-1.  Le fait que 
CXCR4-N119K ne puisse pas engager la protéine G ni la β-arrestine en réponse au SDF-1 
suggère que les modifications qu’engendrent cette mutation affectent un site commun à 
l’engagement de ces deux effecteurs (figures 7a et 10a). On pourrait donc penser que la 
mutation découplante diminue l’affinité de la protéine G pour le récepteur, et par 
conséquent facilite le recrutement de β-arrestine sur ce site. Également, une hypothèse 
intéressante est que la conformation du protomère non stimulé soit favorable à l’activation 
d’autres voies de signalisations, incluant d’autres sous-unités de protéines G ou de β-
arrestine. La modification de conformation de CXCR4 par la mutation pourrait affecter ces 
voies de signalisation, ce qui expliquerait l’effet observé sur le recrutement de β-arrestine.  
La spécificité de la trans-régulation pour l’engagement de la protéine G et de la β-
arrestine par CXCR4 lors de l’activation de CCR2 a été vérifiée en absence du récepteur 
CCR2 pour s’assurer que le MCP-1 ne pouvait activer CXCR4 directement. Également, 
nous avons pu nous assurer que l’effet observé relevait d’une interaction spécifique entre 
CXCR4 et CCR2; aucun engagement de la protéine Gi ni de la β-arrestine n’a été observé 
lors de la stimulation du récepteur dopaminergique D2 cotransfecté avec CXCR4.  
Ensemble, ces données suggèrent que chaque récepteur de l’hétérodimère CXCR4-






Engagement de Gαi et de la β-arrestine2 par un hétéro-oligomère 
CXCR4-CCR2.  
Nous avons démontré dans la première partie de l’article 1 que le réarrangement 
conformationnel trans-récepteur entre CXCR4 et CCR2 impliquait deux dimères de 
récepteurs (figures 1a, 2a, 3a). Nous avons donc voulu savoir si l’hétéro-oligomère pouvait 
engager ses effecteurs lors de la stimulation d’un seul des sous-type de récepteur. Comme 
le démontrent les figures 6a et 9a, l’engagement de la protéine Gαi-RLuc (figure 6a) et de 
la RLucII-β-arrestine2 (figure 9a) par le dimère CXCR4-V1/V2 en réponse à la stimulation 
de CCR2 par MCP-1 a pu être révélée par une augmentation  du signal de BRET entre le 
dimère de récepteur et l’effecteur. Ces données indiquent donc que les complexes 
oligomériques de CXCR4 et CCR2 représentent la forme fonctionnelle des récepteurs.  Le 
modèle mis en place pour démontrer l’engagement des effecteurs par l’oligomère CXCR4-
CCR2 implique trois unités de récepteurs (CXCR4-V1/V2 et Myc-CCR2) et ne permet 
donc pas d’affirmer que l’effet observé provient d’un dimère de dimère. Cependant, comme 
mentionné dans la première partie de la discussion et démontré dans la figure 4, nous 
pensons que l’organisation oligomérique des RCPG relève de l’association de dimères 
plutôt que d’une formation trimérique, et par conséquent que l’engagement des effecteurs 
se ferait à proximité de quatre récepteurs. Ces données ne nous permettent pas de faire de 
conclusion sur la stœchiométrie d’interaction entre les complexes de récepteurs et les 
effecteurs; les résultats prouvent en revanche que  trois récepteurs au moins dans un 
complexe peuvent interagir avec la même protéine G et la même β-arrestine. Il a été 
suggéré dans le cas du récepteur GABAb que la formation de tétramères atténuait 
l’activation des protéines G (Maurel et al., 2008). Ceci pourrait s’expliquer par un effet 
allostérique entre les TM en contact qui empêcherait chaque récepteur d’atteindre son 
activité maximale (Pin et al., 2009). Cette hypothèse, qui fournirait aussi une explication au 
fait que certains monomères de récepteurs activent la protéine G de manière plus efficace 
que les dimères (Arcemisbehere et al., 2010; White et al., 2007), amène à l’idée énoncée 
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plus haut selon laquelle le rôle du dimère, et encore plus du tétramère, serait de 
permettre l’association à d’autres protéines; la formation de ces nouveaux complexes serait 
à l’origine de la diversité de la signalisation cellulaire.  
 
Régulation de la signalisation de CXCR4 par de multiples 
kinases.  
[Note au lecteur : les termes arrestine 2 et 3 seront employés à la place de β-
arrestine 1 et 2 pour rester fidèle à la nomenclature employée dans l’article] 
 
Suite à l’activation par l’agoniste, il a été démontré que certains RCPG, dont 
CXCR4, pouvaient être phosphorylés en de multiples sites par différentes kinases. Le 
recrutement des arrestines subséquent permettra d’une part la désensibilisation et 
l’internalisation du récepteur mais aussi l’engagement de certaines voies de signalisation 
telles que la voie des MAPK (Shenoy and Lefkowitz, 2005). La phosphorylation de 
l’extrémité C-terminale d’un récepteur par plusieurs GRK différentes pourrait former un 
« code barre », imposant aux arrestines d’adopter une conformation spécifique et ainsi 
d’activer différents effecteurs et désensibiliser certaines voies de signalisation. Dans le 
deuxième article présenté, la spectrométrie de masse et des anticorps phospho-spécifiques 
ont été utilisés pour déterminer les différents résidus phosphorylés sur l’extrémité C-
terminale de CXCR4, comprendre la dynamique d’action des kinases et la conséquence sur 
la signalisation du « réseau phosphate » qu’elles créent. Les résultats démontrent dans un 
premier temps que les sérines (S)324/325 sont phosphorylées rapidement par la PKC et 
GRK6, et que la sérine S339 est phosphorylée seulement par GRK6. La sérine 330 est 
également phosphorylée par GRK6 mais avec une cinétique plus lente. Ensuite, en inhibant 
sélectivement l’expression des GRK2/3/5/6, et des arrestines 2/3 par des siRNA, cette étude 
démontre que pour le récepteur CXCR4, la désensibilisation de la voie du calcium serait 
principalement régulée par GRK2, GRK6 et le recrutement de l’arrestine 3 alors que 
  
272
GRK3, GRK6 et l’arrestine 2 potentialiseraient l’activation des MAPK ERK1/2. GRK2, 
cependant, inhiberait cette dernière voie.  
La stratégie utilisée ne permettait cependant pas de faire un lien direct entre ces 
évènements, à savoir d’affirmer que la phosphorylation par certaines GRK permettait le 
recrutement préférentiel d’une des arrestines, qui activerait ou inhiberait certaines voies de 
signalisation. L’équipe du Dr. Benovic nous a alors demandé d’essayer d’établir ce lien en 
utilisant le BRET.  
Il a été démontré grâce à l’arrestine « double brillance » que le changement 
conformationnel de l’arrestine avait lieu après son recrutement au récepteur (Charest et al., 
2005). Le principe de ce biosenseurs est d’avoir placé l’arrestine entre les molécules 
donneur et accepteur d’énergie; il en résulte un BRET intramoléculaire modulable lors de la 
stimulation du récepteur qui reflète son activation. Dans un premier temps nous voulions 
donc vérifier qu’un changement conformationnel d’une des arrestine pouvait être achevé 
suite à la phosphorylation par certaines GRK et pas par d’autres. En d’autres terme, il était 
attendu que l’inhibition de l’expression de GRK2 et GRK6 inhiberait complètement le 
changement conformationnel de l’arrestine3, alors que l’arrestine2 pouvait encore être 
activée par la phosphorylation de GRK3. Ultimement, des variations distinctes dans l’état 
conformationnel de chaque arrestine auraient pu caractériser l’altération de l’activation de 
leurs voies de signalisation respectives lors de l’inhibition ciblée de chaque GRK. 
L’avantage d’utiliser le biosenseur dans cette étude était d’éviter de fusionner une GFP ou 
une luciférase à l’extrémité C-terminale de CXCR4 pour ne pas perturber la 
phosphorylation par les GRK; malheureusement, les premiers tests montrèrent une absence 
totale de changement de conformation en réponse au SDF-1, et nous avons dû abandonner 





Figure 27 : BRET avec les arrestines double brillance 
Absence d’effet de la stimulation de CXCR4 par SDF-1 sur le changement 
conformationnel des arrestines double brillance  
 
Il a donc été décidé d’évaluer l’impact de chaque GRK sur le recrutement des 
arrestines en BRET inter moléculaire. L’effet de l’inhibition d’expression des GRK ainsi 
que de leur surexpression devait être testée sur le BRET entre CXCR4-RLucII et les GFP2-
arrestines2/3. Il ne nous a cependant pas été possible d’exprimer de manière simultanée les 
siRNA contre les GRK et les protéines de fusion utilisées pour le BRET car l’expression de 
l’un par transfection transitoire inhibait l’expression de l’autre. Le système de 
surexpression des GRK nous a permis de voir une potentialisation du recrutement des 
arrestines dans certains cas, notamment pour GRK2 (figure 28). De manière intéressante, 
on peut voir que GRK2 potentialise le recrutement de l’arrestine2 de manière prolongée 
alors que le maximum de l’effet se situe dans les temps court (5 premières minutes) pour 
l’arrestine3. Ces cinétiques sont en accord avec un rôle de la phosphorylation de CXCR4 
par GRK2 entrainant un recrutement rapide de l’arrestine 3 pour désensibiliser la voie du 
calcium et favorisant une interaction prolongée avec l’arrestine 2 pour moduler la voie des 
MAPK ERK1/2. Cependant, le lien entre la phosphorylation de CXCR4 par GRK3 et le 
recrutement exclusif de l’arrestine 2, qui était l’unique moyen de distinguer le recrutement 




Figure 28 : Augmentation du signal de BRET entre CXCR4-RLuc et GFP2-arrestines par 
surexpression de GRK2 
 
En revanche, nous avons pu définir le rôle de la phosphorylation de certains  résidus 
sur le recrutement des arrestines en les mutant. Comme on peut le voir sur les figures 8a et 
8b de l’article 2 ou sur la figure 28, le recrutement des arrestines 2 et 3 suit une cinétique 
distincte et l’intensité du signal de BRET est presque 10 fois supérieure pour l’arrestine 3 
par rapport à l’arrestine 2. Comme discuté plus haut, les différences de cinétiques peuvent 
s’expliquer par les rôles décris pour les deux arrestines : la désensibilisation se ferait plutôt 
dans les temps court par l’arrestine 3 alors que l’action prolongée de l’arrestine 1 servirait 
majoritairement à la régulation des voies de signalisation ERK1/2. Les GFP2-arrestines2 et 
3 utilisées ici sont construites de la même manière, et leur expression est similaire. La 
différence d’intensité du signal de BRET pourrait donc résulter d’un positionnement 
différent des arrestines sur le C-terminal du récepteur dû à la reconnaissance de motifs 
phosphates distincts, ce qui entrainerait une variation d’orientation et/ou de distance entre 
le donneur et l’accepteur d’énergie.   
Un récepteur CXCR4 dont les 5 dernières sérines de la queue C-terminale sont 
mutées en alanine (5A Tail) a été utilisé pour mimer la perte de phosphorylation par GRK2 
et GRK3. Comme on peut le voir sur les figures 8C et 8D, ce mutant n’a plus la capacité de 
recruter les arrestines 2 et 3, soulignant l’importance de la phosphorylation de l’extrémité 
C-terminale de CXCR4 par les GRK2 et GRK3. En revanche, la mutation des sites de 
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phosphorylation pour GRK6 (les sérines 324, 325, 330, et 339) de CXCR4 
(GRK6SA) potentialise le signal entre CXCR4 et les arrestines 2 et 3. Pour expliquer cet 
effet du mutant CXCR4 GRK6SA, il a été proposé soit que la phosphorylation par GRK6 
inhibe le recrutement des arrestines à CXCR4, soit que l’absence de phosphorylation 
provoquerait un changement dans la conformation du complexe récepteur-arrestine qui 
favoriserait le transfert d’énergie. Nous avons mis à l’épreuve ces deux hypothèses en 
testant l’effet de la surexpression de GRK6 sur le recrutement des arrestines. Comme on le 
voit sur la figure 29, la cotransfection de GRK6 potentialise le recrutement des deux 
arrestines; l’effet inverse aurait du être observé si la phosphorylation par GRK6 avait inhibé 
le recrutement des arrestines.  
  
 
Figure 29 : Augmentation du signal de BRET entre CXCR4-RLuc et GFP2-arrestines par 
surexpression de GRK6. 
 
La phosphorylation de certains résidus plutôt que d’autres par des GRK distinctes 
pourrait donc influencer la conformation de l’arrestine, avec pour conséquence l’activation 
ou l’arrêt de différentes voies de signalisations du récepteur. 
Pour faire suite aux thèmes abordés dans le cadre de l’article 1, il serait intéressant 
de connaître l’effet de l’hétérodimérisation sur la phosphorylation par les GRK et le 
recrutement des arrestines. En effet, les GRK majoritairement impliquées dans la régulation 
  
276
d’un homodimère pourraient différer dans le cas d’un hétérodimère. Également, on a vu 
dans la figure 10b de l’article 1 qu’une mutation du récepteur CXCR4 pouvait potentialiser 
le recrutement d’arrestine sous l’hétérodimère CXCR4-CCR2 en réponse à la stimulation 
de CCR2; il est donc envisageable qu’un récepteur puissent modifier par effet allostérique 
l’interaction de l’autre récepteur avec les arrestines, et ainsi en changer la régulation.  
 
CXCR4 est couplé à la voie Gα13-Rho dans les métastases de 
cancer du sein. 
CXCR4 est classiquement décris comme étant couplé aux protéines Gαi; les 
résultats présentés l’article 3 démontrent cependant que la chimiotaxie et la migration trans 
endothéliale des cellules métastatiques « basal like » ne peuvent être inhibées par traitement 
à la PTX. La combinaison de plusieurs méthodes a permis de déterminer que la migration 
de ces cellules cancéreuses nécessitait absolument l’activation de la voie des protéines 
Gα12/13 - Rho par CXCR4.  
Dans un premier temps il a été observé que l’activation de Gαi par CXCR4 n’était 
pas nécessaire à la chimiotaxie (figure 2B) et à la migration trans endothéliale des cellules 
cancéreuses « basal like » MDA-MB-231 et SUM-159 (figure 2C-D); en effet le traitement 
à la PTX n’a pas d’effet sur ces cellules alors qu ‘il inhibe la chimiotaxie des cellules 
luminales de cancers du sein non métastatiques MCF-7 (figure 2B). Pour déterminer quelle 
voie de signalisation pouvait être impliquée dans la migration de ces cellules cancéreuses, 
les trois membres principaux de la famille des protéines Rho, Rho, Rac et Cdc42 qui sont 
impliqués dans le mouvement cellulaire ont été étudiés. Les résultats de l’essai en pull-
down révèlent que Rho est activé dans les cellules MDA-MB-231 et SUM-159 environ 5 
minutes après la stimulation par le SDF-1 (figure 3A) alors que Rac et Cdc42 ne le sont 
pas. De manière intéressante, l’activation de Rho par SDF-1 n’est pas inhibée par le 
traitement à la PTX, démontrant que cette voie n’est pas activée par la protéine Gαi (figure 
3C). La suppression de l’expression de Rho par des petits ARN interférents (siRNA) ou le 
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traitement à la toxine C3 qui ADP-rybosile et inhibe la fonction de Rho diminuent 
significativement la migration des cellules cancéreuses (figures 3E-F). La stimulation par 
SDF-1 entraine donc l’activation de RhoA de manière indépendante des protéines Gi et 
RhoA permet en retour la migration des cellules cancéreuses. Il a été démontré que les 
membres de la famille des protéines Gα12/13, aussi appelées oncogènes GEP, pouvaient 
activer les petites GTPases RhoA (Kozasa et al., 1998). Ces protéines G, qui sont 
surexprimées dans les cellules cancéreuses du sein (Kelly et al., 2006), sont capables 
d’activer la voie Rho. De fait, la suppression de l’expression de Gα13 par interférence ARN 
inhibe la migration des cellules cancéreuses (figures 4C et 4D) et empêche l’apparition de 
métastases sur un modèle animal (figure 4E). 
Dans le but de déterminer si cette voie de signalisation était initiée par une 
interaction directe entre CXCR4 et Gα13, nous avons proposé d’étudier la spécificité 
d’interaction de ces deux protéines en BRET dans le système hétérologue de cellules HEK-
293. Le choix s’est tourné vers le BRET2 pour les raisons indiquées en introduction; le 
spectre de recouvrement du donneur d’énergie luciférase et de l’accepteur d’énergie GFP2 
est plus important que dans la configuration BRET1, et de plus il présente une meilleure 
séparation entre les spectres d’excitation de la coelenterazine 400A et d’émission de la 
GFP2. La meilleure efficacité de transfert qu’offre le BRET2 par ses caractéristiques 
spectrales permet d’obtenir une plus grande fenêtre dynamique pour détecter la modulation 
d’interactions protéine-protéine. Une courbe de titration a d’abord été réalisée pour vérifier 
la spécificité d’interaction entre CXCR4 et Gα13. Les résultats présentés à la figure 4H 
démontrent une saturation de la courbe entre CXCR4-GFP2 et Gα13-RLucII, indiquant que 
ces deux protéines interagissent de manière spécifique; en revanche, l’absence d’interaction 
entre Gα13 et la protéine soluble GFP2 se traduit par une droite et une absence quasi totale 
de transfert d’énergie. Une des raisons pouvant expliquer le couplage de CXCR4 à Gα13 
dans les cellules MDA-MB-231 est la surexpression du récepteur et de cette protéine G. 
Comme mentionné en introduction, il a été rapporté que plusieurs RCPG pouvait coupler 
deux protéines G de différentes sous-familles, et jusqu’à quatre dans certains cas (Laugwitz 
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et al., 1996). Il est alors important de se demander si l’interaction entre les protéines G 
et les RCPG est spécifique par nature, ou si le couplage préférentiel ne serait pas guidé 
uniquement par l’expression cellulaire préférentielle de certaines sous-familles de protéines 
G. Le fait que la PTX puisse inhiber la migration de certaines cellules cancéreuses (MCF-7) 
et pas celle des cellules MDA-MB-231 (figure 2B) corrobore la seconde hypothèse; la 
surexpression de Gα13 dans les cellules « basal like » favoriserait le couplage de cette 
famille de protéines G à CXCR4. La figure 4A compare l’expression de Gα12/13 dans des 
cellules cancéreuses et non cancéreuses, révélant la surexpression de cette famille dans les 
tissus tumoraux. Il aurait cependant été intéressant de contrôler également l’expression de 
des protéines G de la famille Gi pour savoir si la surexpression de Gα13 était concomitante 
d’une diminution d’expression de Gαi. Cette notion introduit cependant un biais dans 
l’étude du couplage d’un récepteur aux protéines G dans des systèmes hétérologues de 
surexpression; en effet, si l’interaction préférentielle entre le récepteur et la protéine G est 
guidé par une régulation tissulaire plutôt que par des déterminants structuraux alors, de 
nombreux faux-positifs pourraient ressortir de ces études. En dépit d’une forte proximité 
des complexes, il est en revanche peu probable que toutes les protéines G puissent être 
activées par un RCPG. Étant donné que la spécificité d’activation viendrait de l’insertion de 
l’extrémité C-terminale de la protéine G dans la cavité cytoplasmique créée par l’activation 
des RCPG (Farrens et al., 1996; Scheerer et al., 2008), on peut donc penser qu’elle requiert 
des éléments structuraux propres à chaque RCPG et à chaque sous-famille de protéines G.  
Des données non publiées démontrent d’ailleurs que les récepteurs des opiacés δOR qui 
sont majoritairement couplés aux protéines de la famille Gi pourraient interagir avec la  
Gαq sans pouvoir l’activer. Également, une interaction importante a pu être observée en 
BRET entre le récepteur CXCR4 et la protéine Gαs alors qu’aucune fonction n’a été 






Figure 30 : Absence d'engagement de la protéine Gαs par CXCR4 en réponse au SDF-1 
 
Pour appuyer la spécificité du couplage de CXCR4 à Gα13, nous nous sommes 
donc assurés qu’il pouvait engager cette protéine G en réponse à l’agoniste. Les résultats 
présentés à la figure 4I démontrent une forte interaction basale entre CXCR4-GFP2 et 
Gα13-RLucII qui est diminuée substantiellement par la stimulation du récepteur par le 
SDF-1. Comme dans le cas du couplage de la protéine Gαi à CXCR4, nous pensons qu’une 
variation du signal de BRET reflète l’engagement de la protéine G par le récepteur, et 
qu’elle est la conséquence d’un changement conformationnel entre les deux protéines. 
Cependant, en absence du contrôle qui consiste à marquer la protéine G en de multiple sites 
(article 1, figure 5a), il n’est pas possible d’exclure que la diminution du signal de BRET 
vienne de la dissociation de la protéine G suite à l’activation du récepteur. Pour savoir si 
l’engagement de cette protéine G était spécifique du récepteur CXCR4, nous avons testé en 
contrôle l’effet de la stimulation du récepteur CCR2 par le MCP-1 sur le couplage avec 
Gα13. La figure 4I démontre non seulement une interaction basale beaucoup plus faible 
entre CCR2-GFP2 et Gα13-RLucII par rapport à CXCR4, mais également une absence 
complète d’effet du MCP -1. Ce récepteur est pourtant capable, comme CXCR4, d’engager 
les protéines G de la famille Gαi (figure 4J). Ces expériences de BRET ont donc pu 
démontrer que CXCR4 était capable d’engager  spécifiquement la protéine Gα13 par un 
couplage direct. Une autre manière de s’assurer de l’activation de cette protéine G par 
CXCR4 a été de mesurer le changement de BRET entre Gα13 et la protéine Gγ (figure 
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supplémentaire 2B); une variation de l’interaction entre Gα et Gβγ suite à la stimulation 
du RCPG serait un reflet  direct de l’activation des voies de signalisation dépendantes des 
protéines G hétérotrimériques. Dans ce but, la modulation de l’interaction entre Gα13 et 
plusieurs membres de la sous-famille des protéines Gγ (Gγ1/2/3/4/5/7/12/13) a été testée. L’effet 
le plus robuste a été observé avec Gγ7 (figure supplémentaire 2C) et plusieurs n’ont pas 
donné de réponse (Gγ3/4/5/12/13).  
Il est important de noter que dans certaines cellules telles que les Jurkat, la 
migration en réponse au SDF-1 serait la résultante d’une action coordonnée de l’activation 
des petites GTPases Rho par Gα13 et Rac par Gαi (Tan et al., 2006). Comme mentionné 
dans le cadre de l’article 1, il est possible d’envisager que le couplage à de multiples 
protéines G soit une conséquence de l’oligomérisation de CXCR4. En effet, la formation de 
structures oligomériques de RCPG pourrait favoriser les complexes multiprotéiques pour 




Les interactions protéine-protéine représentent la pierre angulaire des régulations du 
fonctionnement de la cellule, et les voies de signalisation des RCPG en sont un exemple de 
choix. Le paradigme initial qui énonçait une stœchiométrie récepteur : protéine G : 
effecteur de 1 :1 :1 a été révolutionné au cours de 20 dernières années par le développement 
de techniques permettant de mettre en évidence les interactions protéiques. Grâce au 
transfert d’énergie de résonance de bioluminescence (BRET) combinée à une approche de 
double complémentation de protéines (PCA), les travaux réalisés durant cette thèse ont 
montré que les deux récepteurs de chimiokines CXCR4 et CCR2 qui étaient décris comme 
formant des dimères, pouvaient s’assembler en dimères de dimères. La trans-régulation de 
la protéine G et de la β-arrestine par CXCR4 lors de l’activation de CCR2 implique de 
reconsidérer la stœchiométrie d’un complexe fonctionnel de RCPG et les paradigmes 
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d’activation des effecteurs. Également, nous suggérons que dans certains cas au 
moins, ce qui était décris comme étant un hétérodimère puisse en fait résulter de 
l’assemblage de deux homodimères de nature différente. La formation de tétramères par 
des RCPG est un concept émergent; elle n’est rapportée aujourd’hui que pour une dizaine 
de récepteurs, et les conséquences de l’assemblage ces complexes sur la signalisation 
cellulaire restent encore largement méconnues. Comme dans le cas d’un dimère où le 
récepteur non stimulé pourrait servir de plateforme pour l’activation de certaines protéines 
de signalisation, nous pensons qu’un tétramère ou des oligomères supérieurs seraient des 
entités servant à diversifier le signal en permettant la formation de complexes 
multiprotéiques. Cette hypothèse pourrait notamment expliquer pourquoi un récepteur peut 
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Multimerization of Staufen1 in live cells
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ABSTRACT
Transport of mRNA is an efficient mechanism to target proteins to specific regions of a cell. Although it is well documented that
mRNAs are transported in ribonucleoprotein (RNP) complexes, several of the mechanisms involved in complex formation and
localization are poorly understood. Staufen (Stau) 1, a double-stranded RNA-binding protein, is a well accepted marker of
mRNA transport complexes. In this manuscript, we provide evidence that Stau1 self-associates in live cells using
immunoprecipitation and bioluminescence resonance energy transfer (BRET) assays. The double-stranded RNA-binding domains
dsRBD3 and dsRBD4 contributed about half of the signal, suggesting that Stau1 RNA-binding activity is involved in Stau1 self-
association. Protein protein interaction also occurred, via dsRBD5 and dsRBD2, as shown by in vitro pull-down, yeast two-
hybrid, and BRET assays in live cells. Interestingly, Stau1 self-association contributes to the formation of oligomeric complexes
as evidenced by the coexpression of split Renilla luciferase halves covalently linked to Stau1 in a protein complementation assay
(PCA) combined with a BRET assay with Stau1-YFP. Moreover, we showed that these higher-order Stau1-containing complexes
carry RNAs when the RNA stain SYTO 14 was used as the energy acceptor in the PCA/BRET assay. The oligomeric composition
of Stau1-containing complexes and the presence of specific mRNAs have been confirmed by biochemical approaches involving
two successive immunoprecipitations of Stau1-tagged molecules followed by qRT-PCR amplification. Altogether, these results
indicate that Stau1 self-associates in mRNPs via its multiple functional domains that can select mRNAs to be transported and
establish protein protein interaction.
keywords: Staufen; ribonucleoprotein; mRNA transport; mRNA granule; mRNA particle
INTRODUCTION
Cytoplasmic mRNA transport and local translation to de-
fined subcellular domains allow efficient spatial and temporal
restriction of genetic expression (Sossin and DesGroseillers
2006; Rodriguez et al. 2008; Martin and Ephrussi 2009). This
phenomenon is observed in a large variety of cell types and
organisms and has been shown to play an important role in
processes such as learning and memory, synaptic transmis-
sion, axis formation during development, cell motility, and
asymmetric cell division. Evidence supports a model in which
the differential delivery of new mRNAs to subcellular do-
mains occurs in motile ribonucleoprotein (RNP) structures.
A compelling framework was suggested about how mRNA
localization could be achieved in an ordered, multi-step path-
way. It predicted (1) the formation of mRNPs as a functional
complex, (2) the transport of these particles to their desti-
nation via cytoskeletal elements and motor proteins, and (3)
the derepression of translation of the localized mRNAs.
RNA-binding proteins (RBP) become associated with mRNAs
either in the nucleus or during remodeling of the complex in
the cytoplasm, forming a heterogeneous population of trans-
port complexes. While the composition of mRNA transport
complexes begins to be elucidated, less is known about the
role(s) of these various RBPs in the mechanism of transport.
Staufen is a member of the double-stranded RNA-binding
protein (dsRBP) family. It was first described in Drosophila
melanogaster where it is required during development for
the localization of the oskar and bicoid transcripts at the
posterior and anterior poles of the oocytes, respectively (St
Johnston et al. 1991). Staufen was also shown to be required
for translational derepression of osk mRNA once properly
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localized (Kim-Ha et al. 1995; Micklem et al. 2000). In
mammals, two homologous Staufen genes, Stau1 and Stau2,
were identified (DesGroseillers and Lemieux 1996; Buchner
et al. 1999; Kiebler et al. 1999; Marion et al. 1999; Wickham
et al. 1999; Duchaine et al. 2002). Stau1 is a multifunctional
protein involved in different pathways of RNA metabolism.
In neurons, Stau1 is required for the transport and locali-
zation of specific mRNAs to dendrites (Kiebler et al. 1999;
Kanai et al. 2004; Vessey et al. 2008). Disruption of Staufen
blocks transcription-dependent forms of synaptic plasticity/
memory in Drosophila (Dubnau et al. 2003), Aplysia (Liu
et al. 2006), and rodents (Lebeau et al. 2008). In addition to
its role in mRNA transport, Stau1 plays additional roles in
the regulation of post-transcriptional mRNA expression.
When bound to the 39 UTR of mRNAs, Stau1 recruits the
nonsense mediated decay (NMD) factor Upf1 and triggers
degradation of the bound mRNAs (Kim et al. 2005, 2007).
In contrast to the NMD pathway that recognizes and de-
grades mRNAs with a premature termination codon, Stau1-
mediated mRNA decay is not a quality control mechanism
but rather a bona fide mechanism of regulation of gene
expression modulating the stability of natural mRNAs. In
contrast, when bound to the 59 UTR of mRNAs, Stau1
enhances their translational efficiency (Dugre-Brisson et al.
2005).
Stau1 is a modular protein characterized by the presence
of two conserved consensus amino acid sequences that fold
into a domain involved in double-stranded RNA binding
(dsRBD3, dsRBD4) (Marion et al. 1999; Wickham et al.
1999). The abbba structure of this domain in-
teracts with the phosphate backbone of the double helix
RNA in its minor and major grooves (Ryter and Schultz
1998; Ramos et al. 2000). Stau1 also contains two truncated
dsRBDs (dsRBD2, dsRBD5) in which amino acid sequence
conservation is restricted to the C-terminal half of the
consensus (Lunde et al. 2007). These domains are unable to
bind RNA. A tubulin-binding domain (TBD) is located be-
tween dsRBD4 and dsRBD5 and is believed to be involved
in mRNA transport on the cytoskeleton (Wickham et al.
1999). Proteomic and cell biological experiments have
clearly established that Stau1 is a component of ribonu-
cleoprotein complexes in several cell types (Krichevsky and
Kosik 2001; Mallardo et al. 2003; Brendel et al. 2004; Villace
et al. 2004).
Although it is well accepted that Stau1 is a marker of
mRNA transport complexes and a crucial player for mRNA
transport (Kanai et al. 2004; Sossin and DesGroseillers
2006; Vessey et al. 2008), its exact roles within RNPs are still
unclear. It is known that several proteins of the dsRBP family
such as TRBP2, XlrbpA, ADAR2, PACT, and Rnt1p have the
capacity to dimerize through their dsRBDs (Daher et al.
2001; Peters et al. 2001; Valente and Nishikura 2007). For
many of these proteins, structural rearrangements resulting
from homo- and/or heterodimerization are required for
functional activation, and, therefore, dimerization may serve
as a molecular regulator. Therefore, we tested whether Stau1,
in addition to its other roles in mRNA processing, organizes
Stau1-containing mRNPs through self-multimerization. In
this manuscript, we provide evidence that Stau1 self-interacts
in live cells to form multimeric structures and identify the
molecular determinants involved in this property. We further
show that these complexes contain specific RNAs.
RESULTS
Differentially tagged Stau1 are found
in common complexes in vivo
To determine whether Stau1 forms complexes in mamma-
lian cells, we used immunoprecipitation of differentially
tagged Stau1 proteins. HEK293T cells were co-transfected
with plasmids coding for Stau1-HA3 and either poly(A)-
binding protein yellow fluorescent protein (PABP-YFP),
Stau1-YFP, or YFP. Western blot experiments indicated
that transfected proteins were well expressed and that the
levels of expression of Stau1-HA3 and Stau1-YFP were close
to that of endogenous Stau1 (Fig. 1A). Proteins in the cell
extracts were then immunoprecipitated using anti-GFP an-
tibody, and co-immunoprecipitated proteins were analyzed
by Western blotting (Fig. 1A). In these conditions, Stau1-
HA3 was co-immunoprecipitated with Stau1-YFP and to a
lesser extent with PABP-YFP. In contrast, Stau1-HA3 was
not co-immunoprecipitated when co-expressed with YFP.
Interestingly, endogenous Stau155 was also found in the
precipitates, revealing the biological relevance of these in-
teractions. Treatment of the cell extracts with RNase A be-
fore immunoprecipitation did not abolish Stau1/Stau1
interactions but prevented PABP-YFP/Stau1-HA3 interac-
tion. These results show that endogenous and differentially
tagged Stau1 are found in common complexes and that, if
they are bound to RNA, their association is close enough to
be protected from RNase degradation, in contrast to that of
Stau1-PABP.
To determine if Stau1 monomers can self-associate in
these complexes, we used an in vitro pull-down assay.
Bacterially expressed and purified his6-Stau1 and his6-NEP,
used as negative controls, were loaded on Ni-NTA columns.
In vitro synthesized 35S-labeled Stau1 was loaded on the his6-
Stau1 and his6-NEP columns. After several washing steps,
his6-Stau1 and his6-NEP were eluted from the columns, and
the co-eluted 35S-labeled Stau1 was detected by SDS-PAGE
and autoradiography (Fig. 1B). Whereas 35S-labeled Stau1
was retained on the his6-Stau1 column, it was absent from
the his6-NEP column, showing that Stau1 interacts with itself
in this assay. The Stau1–Stau1 interaction experiment was
done in the presence of RNase A (50 mg/mL). In these
conditions, 35S-labeled Stau1 still interacted with his6-Stau1.
These results indicate that Stau1 has the capacity to dimerize
if not oligomerize and that protein–protein interactions
contribute at least in part to Stau1 self-interaction.
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Stau1 self-associates in live cells
Our results indicate that several Stau1 monomers are found
in common complexes in vivo and that direct interaction
may contribute to complex formation. In order to confirm
the proximity (or interaction) of Stau1 molecules within
mRNPs in live cells, bioluminescence resonance energy
transfer (BRET) assays were used (Fig. 2A). In this tech-
nique, one candidate interacting protein is fused to Renilla
luciferase, a luminescent energy donor, and the other to
YFP, a fluorescent energy acceptor. The two fusion proteins
are then co-expressed in the same cells. If the two proteins
interact, their close proximity allows nonradiative energy
transfer (BRET) between the luciferase and the YFP. BRET
does not occur if the two proteins are separated by >100 A˚,
making the technique ideal for monitoring protein–protein
interactions in biological systems. Therefore, Rluc and YFP
were fused at the C terminus of Stau1. Fixed amounts of
Stau1-Rluc were transfected in combination with increasing
amounts of Stau1-YFP (Fig. 2B), PABP-YFP, or YFP to
generate BRET saturation curves (Fig. 2C). Co-expression of
Stau1-Rluc and Stau1-YFP produced a strong BRET signal
FIGURE 1. Differentially tagged Stau1s are found in common com
plexes. (A) HEK293T cells were mock transfected or co transfected
with Stau1 HA3 expressor and either YFP, PABP YFP, or Stau1 YFP
expressors in the absence or presence of RNase A as indicated. An al
iquot of the proteins in the cell extracts was separated by SDS PAGE
(left panels, ‘‘Input’’) and the remaining extracts were immunoprecip
itated using anti GFP antibody (right panels, ‘‘IP GFP’’). Proteins were
analyzed by Western blotting using anti Stau1, anti GFP, and anti HA
antibodies, as indicated. Anti b actin antibody was used as a loading
control. Molecular weight markers are indicated on the left side of the
gels. As control for RNase A digestion, total RNAs were isolated and
separated on agarose gel. Ribosomal RNAs (rRNA) were detected by
ethidium bromide staining. (B) Bacterially expressed his6 Stau1 or his6
NEP (as control) fusion proteins were fixed on a Ni NTA column and
extensively washed. In vitro synthesized 35S Stau1 was loaded onto the
columns. Columns were washed and then his6 Stau1 and his6 NEP
were eluted and collected in three successively fractions (lanes 1 3). The
co eluted 35S Stau1 protein was separated by SDS PAGE and visualized
by autoradiography. In parallel, his6 Stau1 and
35S Stau1 preparations
were treated with RNase A before loading onto the columns. An aliquot
of 35S Stau1 was also loaded on the gel (lane, ‘‘Load’’) to control for its
synthesis and size.
FIGURE 2. Stau1 self associates in live cells as measured by BRET.
(A) Schematic representation of the BRET assay. (Black and gray
boxes) Double stranded RNA binding domains with major (dsRBD3)
and minor (dsRBD4) dsRNA binding activity, respectively; (white
boxes) domains with no demonstrated RNA binding activity (dsRBD2
and dsRBD5); (hatched boxes) tubulin binding domain (TBD). (Sun)
Rluc, (cylinder) YFP. (B,C) Plasmids coding for Stau1 Rluc were co
transfected in HEK293T cells with various amounts of Stau1 YFP,
PABP, or YFP expressors. (B) Expression of Stau1 Rluc and Stau1 YFP
proteins using Western blotting with anti Stau1 antibody. b actin
antibody was used as a loading control. (C) BRET saturation curves
were generated to provide evidence of specific interactions between the
proteins in live cells. BRET ratios were defined as described in the
Materials and Methods and plotted as a function of the excited YFP
activity to total Renilla luciferase activity ratio. (Left) Comparison of
BRET saturation curves when Stau1 Rluc was co expressed with Stau1
YFP, PABP YFP, or YFP. Error bars correspond to standard deviation.
(Right) GABAB receptor 2 Rluc and GABAB receptor 1 YFP, two
proteins known to form strong functional dimer, were used as a BRET
positive control. (D) HEK293T cells were co transfected with Stau1
Rluc and either Stau1 YFP or PABP YFP expressors as described in B.
Cells were lysed and cell extracts were incubated in the presence or
absence of RNase A for 15 min at room temperature. BRET ratios
at saturation in the presence (+) or absence () of RNase are shown.
n = 3. Error bars correspond to standard deviation.
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in live cells comparable to that of proteins known to form
obligatory dimers (Fig. 2C, GABAB receptors), suggesting
a close proximity between these two proteins. In contrast,
Stau1-Rluc only produced a negligible BRET signal when co-
expressed with PABP-YFP or YFP, confirming the specificity
of the Stau1-Rluc/Stau1-YFP BRET signal and suggesting
that the binding of two RNA-binding proteins on RNA
molecules is not sufficient to induce a strong BRET signal.
The BRET assay was then performed with cell extracts, al-
lowing us to determine whether the interaction is sensitive to
RNase treatment or not. Cells were lysed and the resulting
cell extracts were incubated in the presence or absence of
RNase A for 15 min at room temperature before fluores-
cence measurement. There was no significant difference
in Stau1-Rluc/Stau1-YFP BRET signals between RNase
A-treated and untreated extracts (Fig. 2D).
RNA-binding activity contributes to Stau1
self-association in live cells
Although Stau1 self-association is resistant to RNase treat-
ment and can occur with purified proteins in vitro, it is
possible that an RNA molecule may be required during an
initial step that triggers Stau1 self-association or that a linker
RNA is protected from RNase A degradation by bound
Stau1 molecules. To determine whether Stau1 RNA-binding
activity is involved in Stau1 self-association, RNA-binding-
defective Stau1 mutants were fused to YFP and used in the
BRET assay described above to determine their ability to in-
teract with the wild-type Stau1-Rluc. Mutations were in-
troduced in Stau1 dsRBD3, a domain shown to carry the
major Stau1 RNA-binding activity, and in dsRBD4, a do-
main carrying a weak RNA-binding activity in vitro (Fig.
3A; Wickham et al. 1999). Four mutants were generated by
either deletion of the complete dsRBD3 (Stau1D3-YFP) or
dsRBD4 (Stau1D4-YFP) or through point mutations in
amino acids required for RNA binding in dsRBD3
(Stau1KK-YFP) or in both dsRBD3 and dsRBD4 (Stau14K-
YFP). In these mutants, lysines 153 and 154 in dsRBD3 and
lysines 256 and 257 in dsRBD4 were mutated to alanines.
HEK293T cells were co-transfected with plasmids coding
for Stau1-Rluc and either one of the mutated fusion
proteins (Fig. 3B). BRET signals were calculated in live cells
24 h post-transfection. Following expression of mutants in
dsRBD3 alone (Stau1KK and Stau1D3), the BRET ratio was
weakly affected, being only reduced by z20% (77% 6 10%
and 77.5 6 0.9%, respectively) as compared with the BRET
activity generated with the wild-type Stau1-YFP (Fig. 3C).
When mutations were introduced in both dsRBD3 and
dsRBD4 (Stau14K), the BRET ratio was further reduced to
51.8% (6 0.4%) of the one obtained with Stau1-YFP. These
results indicate that Stau1 RNA-binding activity contributes
to Stau1 self-association and may be required to select
mRNAs in Stau1-containing mRNPs and/or help to initiate
or stabilize protein–protein interaction. Nevertheless, protein–
protein interaction seems to also contribute to Stau1 self-
association in live cells.
Characterization of the protein–protein determinants
required for Stau1 self-association
To identify the molecular determinants involved in protein
interaction, we first expressed different combinations of wild-
type and Stau1 deletion mutants (Fig. 4A,B) fused to either
Rluc or YFP and measured their BRET activity in live cells
(Fig. 4C–E). When co-expressed with wild-type Stau1,
Stau1D2 or Stau1D5 expression reduced the BRET activity
by z20% and 50%, respectively, as compared with that
obtained with wild-type Stau1 (Fig. 4C). These results suggest
that dsRBD5 and dsRBD2 are major and minor determinants
involved in the protein–protein aspect of Stau1 self-associ-
ation, respectively. To further characterize these interactions,
we then calculated BRET activity following co-expression
of these two fusion proteins: Stau1D5-Rluc/Stau1D2-YFP,
FIGURE 3. Stau1 RNA binding activity is involved in complex
formation. (A) Schematic representation of Stau1 mutants. Symbols
are described in the legend for Figure 2. (Stau1KK) Mutations K153A
and K154A in dsRBD3; (Stau14K mutant) mutations K153A and
K154A in dsRBD3 and K256A and K257A in dsRBD4. (B) Plasmids
coding for Stau1 YFP and Stau1 YFP mutants were transfected in
HEK293T cells and protein expression was monitored by Western
blotting using anti GFP antibody. Anti b actin antibody was used as
loading control. Numbers above each lane correspond to those in A.
(C) HEK293T cells were co transfected with Stau1 Rluc and either
Stau1 YFP, Stau1D3 YFP, StaulD4 YFP, Stau14K YFP, or Stau1KK YFP
expressors. BRET ratios of wild type Stau1 and RNA binding defective
Stau1 mutants were calculated as in Figure 2, and relative BRET ratios
were generated with the Stau1 Rluc/Stau1 YFP BRET ratio arbitrarily
fixed to 1. n = 3. Error bars correspond to standard deviation.
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Stau1D2-Rluc/Stau1D2-YFP, Stau1D5-Rluc/Stau1D5-YFP, and
Stau1D2-Rluc/Stau1D5-YFP. As shown in Figure 4D, co-
expression of Stau1D5-Rluc and Stau1D5-YFP showed
a BRET activity that was reduced to 51.3% (6 0.1%),
consistent with a significant role of dsRBD5 in Stau1
association. In contrast, co-expression of Stau1D2-Rluc
and Stau1D2-YFP generated a BRET signal that was similar
to that obtained with Stau1-Rluc and Stau1-YFP. Finally,
BRET signals generated by the co-expression of the Stau1D5-
Rluc/Stau1D2-YFP or Stau1D2-Rluc/Stau1D5-YFP pairs were
highly reduced, being only z25% (32.8% 6 0.2% and
24.3% 6 0.4%, respectively) of the BRET activity generated
by the Stau1 wild-type pair (Fig. 4D). Consistently, a Stau1
mutant that carried only the dsRBD4 and tubulin-binding
domains (RBD4/TBD) did not generate BRET signal when
expressed with wild-type Stau1 (Fig. 4E). Altogether, these
results indicate that dsRBD5 is clearly involved in Stau1 self-
interaction in live cells, whereas the role of dsRBD2 is less
clear.
To confirm that dsRBD5 and dsRBD2 are the molecular
determinants involved in Stau1–Stau1 protein interaction,
the yeast two-hybrid system was used. The full-length Stau1
protein was fused to the B42 transcription activator, whereas
each of the four dsRBDs of Stau1 and the tubulin-binding
domain (TBD) were individually fused to the LexA DNA-
binding domain. After selection for the presence of both
plasmids in the yeast strains, cells were plated on a Ura,
His, Trp, Leu medium with galactose and X-Gal. Our
results showed that only yeast cells expressing the dsRBD2-
and dsRBD5-LexA fusion proteins grew on the selective
medium and produced b-galactosidase activity (Fig. 4F).
Therefore, both dsRBD2 and dsRBD5 can interact with the
full-length Stau1 protein in this assay.
Subcellular distribution of Stau1 and Stau1 mutants
To determine whether the differential BRET responses
obtained with the Stau1 mutants may be explained by
major defects in the subcellular distribution of these pro-
teins, Stau1-YFP and Stau1-YFP mutants were expressed in
COS-7 cells and their subcellular distribution was observed
by fluorescence microscopy. HEK293T cells were not used
in this assay because of the small size of their cytoplasm. As
previously shown (Marion et al. 1999; Wickham et al.
1999), Stau1-YFP showed a granular distribution in the
cytoplasm and nuclear exclusion. Stau1D5-YFP, a mutant
that produced weak BRET signals (Fig. 4), had a subcellular
distribution similar to that of Stau1-YFP (Fig. 5). As
compared with Stau1-YFP, Stau1KK-YFP showed an addi-
tional weak nucleolar distribution, and mutants in the
RNA-binding domains dsRBD3 and dsRBD4 showed cyto-
solic granules that are slightly bigger than those observed
with Stau1-YFP. However, this cannot explain the difference
in the BRET response of Stau14K-YFP as compared with the
others (Fig. 3C). The distribution of 4/TBD-YFP was ran-
dom and similar to that of YFP alone as previously de-
scribed (Luo et al. 2002).
Stau1 forms oligomers in live cells
Knowing that Stau1 is present in large mRNP complexes,
we assessed the capacity of Stau1 to form higher order
FIGURE 4. Characterization of Stau1 protein protein interaction in
live cells. (A) Schematic representation of Stau1 and mutants.
Symbols are described in the legend of Figure 2. (B) Plasmids coding
for Stau1 YFP and Stau1 YFP mutants were transfected in HEK293T
cells and protein expression was monitored by Western blotting using
anti GFP antibody. Anti b actin antibody was used as loading
control. Numbers above each lane correspond to those in A. (C E)
Cells were co transfected with different combinations of Stau1 and
Stau1 deletion mutants fused to either Rluc or YFP as indicated. BRET
ratios were calculated as in Figure 2, and relative BRET ratios were
generated with the Stau1 Rluc/Stau1 YFP BRET ratio arbitrarily fixed
to 1. n = 3. Error bars correspond to standard deviation. (F) Yeast
cells were co transformed with a plasmid coding for Stau1 B42 and
different expressors of Stau1 domains fused to LexA, as indicated.
Cells were screened for growth on selective medium and b galacto
sidase expression. Stau1 B42 interacts (+) with Stau1 dsRBD2 and
dsRBD5 but not () with dsRBD3, dsRBD4, or TBD fused to LexA in
a two hybrid assay.
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structures in live cells. To this end, we combined protein
complementation (PCA) and BRET assays (Fig. 6A). For the
PCA assay, Rluc is cut into two nonfunctional halves (RlucF1
and RlucF2). Each half of the split luciferase protein cannot
by itself generate light when expressed in cells. However,
their fusion to proteins that interact via protein–protein
interactions allows the reconstitution of a functional lucif-
erase and light emission. Therefore, the N-terminal half
(Stau1-RlucF1) and the C-terminal half (Stau1-RlucF2) of
a split Rluc protein were fused at the C terminus of Stau1.
Consistent with the BRET assay, co-expression of Stau1-
RlucF1 and Stau1-RlucF2 reconstituted a functional luciferase
that produced light (8293 6 1341 arbitrary units [AU]) via
Stau1–Stau1 interaction, whereas expression of either fusion
protein alone did not (580 6 87 and 529 6 41 AU,
respectively). Then, to determine whether additional Stau1
molecules can interact with this complex in live cells, the
PCA assay with Stau1-RlucF1 and Stau1-RlucF2 was repeated
in the presence of an increasing concentration of Stau1-YFP
for BRET measurement. If Stau1 induces the formation
of large complexes, a complete Stau1-Stau1-Rluc will be
reconstituted and will transfer energy to the Stau1-YFP that
will be present in the same complex. As shown in Figure 6B,
co-expression of Stau1-RlucF1, Stau1-RlucF2, and Stau1-YFP
produced a strong BRET saturation curve, suggesting that at
least three Stau1 molecules associate in these complexes.
These interactions between Stau1 molecules were resistant to
RNase treatment (Fig. 6C), consistent with results shown in
Figure 2D. In contrast, Stau1-RlucF1 and Stau1-RlucF2 did
not produce BRET activity when co-expressed with YFP or
PABP-YFP (Fig. 6B). Other controls were done with CXCR4,
a protein that does not interact with Stau1. Stau1-RlucF1 and
CXCR4-RlucF2 as well as Stau1-RlucF2 and CXCR4-RlucF1
did not produce significant luciferase activity when co-
expressed (533 6 59 and 613 6 19 AU, respectively);
CXCR4-RlucF1 and CXCR4-RlucF2, two proteins known to
interact in live cells (Hamdan et al. 2006), did not transfer
energy to Stau1-YFP in the BRET assay (data not shown).
Stau1-containing oligomeric complexes contain RNAs
To determine whether Stau1-containing oligomeric com-
plexes contain RNAs, we modified the live cells assay that
combined PCA and BRET to detect RNA–protein interac-
tion (Fig. 7A). In this assay, Stau1-RlucF1 and Stau1-RlucF2
were co-expressed to reconstitute luciferase activity while
SYTO 14, a dye that stains RNA, was used as the energy
acceptor. If Stau1-containing oligomers associate with RNA,
BRET signal will be generated as a consequence of the close
proximity between the reconstituted Rluc and SYTO 14. As
shown in Figure 7B, expression of both Stau1-Rluc and the
split Stau1-RlucF1 and Stau1-RlucF2 generated BRET signals
when RNA was stained with SYTO 14, indicating that RNAs
are present in the Stau1-containing complex. In contrast,
Rluc activity resulting from interaction of the split protein
kinase A (PKA) regulatory subunit-RlucF1 and PKA catalytic
subunit-RlucF2 did not induce BRET signal in the presence
of SYTO 14. Whereas luciferase activity generated by inter-
action of the split Rluc fusion proteins was not impaired by
RNase treatment (data not shown; Fig. 6C), the observed
Stau1-Stau1-Rluc/SYTO 14 BRET signal was sensitive to
RNase treatment, indicating that Stau1-containing com-
plexes indeed contain RNAs (Fig. 7C).
To confirm the formation of RNA-containing Stau1-
oligomers, a biochemical approach involving two successive
immunoprecipitation steps was used. HEK293T cells were
transfected with plasmids coding for Stau1-HA3 and either
YFP, Stau1-YFP, and/or Stau1-Flag (Fig. 8A). The level of
expression of these proteins was evaluated by Western blot-
ting. First, Stau1-containing complexes were immunopre-
cipitated with anti-Flag antibodies and eluted with the Flag
peptide. The resulting complexes contained Stau1-HA3 and
Stau1-YFP when co-expressed. Then, Stau1-Flag-containing
complexes were re-immunoprecipitated using anti-GFP an-
tibody. The resulting pellet also contained Stau1-HA3 and
Stau1-Flag, indicating that the three tagged-Stau1 proteins
were present in the same complexes. As controls, other com-
binations of transfected Stau1-tagged molecules lacking either
Stau1-Flag or Stau1-GFP did not bring down Stau1-HA3.
To determine whether the Stau1-containing oligomeric
complexes contain RNAs, immunoprecipitates obtained
from the successive-IPs were treated with TRIzol reagent
to isolate putative RNAs, and the resulting material was
analyzed by qRT-PCR. Arf1 and PAICS mRNAs, two known
Stau1-bound mRNAs (Kim et al. 2005), were specifically
amplified from samples of the two successive IPs and were
FIGURE 5. Subcellular distribution of Stau1 and Stau1 mutants.
COS 7 cells were transfected with plasmids coding for Stau1 YFP or
Stau1 YFP mutants as indicated. YFP expression was observed 24 h
later by fluorescence microscopy. Both differential interference con
trast microscopy (DIC) and the YFP constructs are shown.
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absent from other control IPs (Fig. 8B). To discriminate
between specific Stau1-mRNA association and nonphysio-
logical aggregates of mRNPs, we calculated the ratio between
the amount of Arf1 and PAICS mRNAs in the successive
immunoprecipitates and their amount in the cells before IPs
(IP/input). As a control for specificity, we also calculated the
ratio of an abundant non-Stau1-interacting mRNA coding
for the ribosomal protein RPL22. When the ratio obtained
for RPL22 mRNA was arbitrarily normalized to 1, an en-
richment ranging from 13- to 20-fold was observed for Arf1
mRNA and from 32- to 43-fold for PAICS mRNA. Alto-
gether, these results indicate that Arf1 and PAICS mRNAs
are highly enriched in the multimeric complexes as com-
pared with non-Stau1-interacting controls.
DISCUSSION
Many proteins self-associate to generate dimers and/or
oligomers, and this structural reorganization is essential
to control their function, structure, and/or regulation
(Marianayagam et al. 2004). Enzymatic regulation, cell
signaling, DNA binding, and regulation of gene expression
are a few examples among all the molecular activities that
are regulated by protein self-interaction. Especially, pro-
teins of the dsRBP family such as PKR, TRBP2, XlrbpA,
ADAR2, PACT, and Rnt1p are known to form homo- and/or
heterodimers (Lamontagne et al. 2000;
Daher et al. 2001; Peters et al. 2001;
Hitti et al. 2004; Lemaire et al. 2005;
Valente and Nishikura 2007). The struc-
tural rearrangement resulting from
dimerization is required for their func-
tional activation, and therefore dimer-
ization serves as a molecular regulator
(Daher et al. 2001; Peters et al. 2001;
Valente and Nishikura 2007). In this
study, we show that Stau1, like other
members of the dsRBP family, self-
associates. Using novel approaches in
live cells, we further showed that Stau1
generates multimeric complexes through
both RNA-binding activity and protein–
protein self-interaction and that these
complexes contain specific RNAs. Our
results suggest that Stau1 has the po-
tential to act as a scaffolding protein
that organizes mRNAs into functional
mRNPs.
Molecular determinants for mRNP
formation
Our BRET assays indicate that Stau1
RNA-binding activity or intact dsRBD3
and dsRBD4 contributes for z50% of
the Stau1 self-association (Fig. 3). Several biochemical
studies (Nanduri et al. 2000) as well as NMR and crys-
tallographic structures of bacterially expressed dsRBDs
(Bycroft et al. 1995; Kharrat et al. 1995; Ryter and Schultz
1998; Nanduri et al. 2000; Ramos et al. 2000) indicate that
RNA-binding competent dsRBDs behave as monomeric
forms. Therefore, it is likely that the contribution of these
domains to Stau1 self-interaction depends on their capa-
bility to bind RNA and not on putative protein–protein
interaction. In addition, our observation that protein
interactions occur via other domains that do not bind
RNAs in vitro (Wickham et al. 1999) supports a model in
which dsRBD3 and dsRBD4 are free to interact with
mRNAs. Stau1 RNA-binding activity may then be used to
recognize and select mRNAs to be included in mRNPs.
Subsequently, it may facilitate the association of Stau1
monomers on a dsRNA structure and then facilitate the
recognition, formation, and/or maintenance of protein–
protein interaction mediated by dsRBD5 and dsRBD2.
The RNA-binding activity is nevertheless not essential
for subsequent protein–protein interaction. Indeed, z50%
of the BRET activity is still detectable when RNA-binding
deficient Stau1 mutants are expressed in vivo (Fig. 3). Ac-
cordingly, Stau1 self-association can be detected in vitro
using purified proteins in the presence of RNase (Fig. 1B),
revealing the intrinsic property of Stau1 to self-associate.
FIGURE 6. Stau1 forms oligomers in live cells. (A) Schematic representation of the BRET PCA
assay. Stau1 was fused to either the N terminal (RlucF1) or the C terminal (RlucF2) of Rluc.
Formation of Stau1 dimers will bring together the two Rluc halves through protein complemen
tation (PCA) and reconstitute a functional luciferase. This enzyme will transfer energy and
generate BRET signal if Stau1 YFP is also present in close proximity, suggesting the formation of
oligomers. (B) HEK293T cells were co transfected with constant amounts of plasmids coding for
Stau1 RlucF1 and Stau1 RlucF2 and increasing amounts of plasmids coding for either Stau1 YFP,
PABP YFP, or YFP. The saturation curves provide evidence of specific interactions between at least
three Stau1 proteins in live cells. BRET ratios were calculated as in Figure 2. Error bars correspond
to standard deviation. (C) Plasmids were transfected as in B. Cells were lysed and cell extracts were
treated with RNase (+RNase) or the buffer alone (RNase) before BRET calculation.
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This is consistent with previous studies in which dsRBPs
form dimers through both dsRBDs and other domains not
involved in RNA binding (Lamontagne et al. 2000; Daher
et al. 2001; Peters et al. 2001; Hitti et al. 2004; Valente and
Nishikura 2007). Our results identified dsRBD5 as the major
determinant for protein–protein interaction, contributing
toz50% of the Stau1 self-interaction (Fig. 4C). Homophilic
interaction between dsRBD5s may contribute to stabilize
particle formation on mRNAs. The role of dsRBD2 is less
clear. Although it can interact with Stau1 in the yeast assay
(Fig. 4F), its deletion has no impact on the BRET signal in
live cells (Fig. 4C). Interestingly, heterophilic interactions
between dsRBD5 and the N-terminal end of Stau1 (in-
cluding dsRBD2) were observed in the yeast two-hybrid
assay (data not shown). This observation would permit gen-
erating large multimeric complexes through homo- and
heterophilic interactions between dsRBDs. Moreover, it
opens the additional possibility that Stau1 structure and/or
functions may be regulated by intramolecular interaction
between the N-terminal domain and dsRBD5. A similar
regulatory mechanism has been described for Rnt1p, a mem-
ber of the dsRBP family in yeast, in which an N-terminal
domain established intramolecular interaction with the
C-terminal dsRBD (Lamontagne et al. 2000). Competition
between intramolecular Nter-dsRBD5 interaction and in-
termolecular homophilic binding of dsRBD5 may control
Stau1 self-association and, as a consequence, Stau1 struc-
ture/functions. Alternatively, deletion of dsRBD2 may some-
how destabilize dsRBD3-mediated RNA-binding activity.
FIGURE 7. Stau1 oligomers contain RNA in live cells. (A) Schematic
representation of the PCA BRET assay for protein RNA interaction. As
described in Figure 6, Stau1 RlucF1 and Stau1 RlucF2 were transfected
in HEK293T cells to reconstitute a functional luciferase as a conse
quence of Stau1 Stau1 interaction. Then cells were treated with SYTO
14, a fluorescent dye that stains RNA. Energy transfer can occur from
the reconstituted Rluc to SYTO 14 if in close proximity and generate
BRET signal. (B) BRET ratios at saturation are indicated for each
association between monomeric (Rluc, Stau1 Rluc) or split (Stau1
RlucF1 + Stau1 RlucF2, PKA reg RlucF1 + PKA cat RlucF2) Rluc and
SYTO 14. Error bars are standard deviation. (**) P < 0.01 (ANOVA
and post test Dunnett). (C) Transfected HEK293T cells were lysed and
cell extracts were treated with RNase (+RNase) or the buffer alone (Ctl)
before adding SYTO 14 for the BRET assay. (***) P < 0.001 (t test).
Note that the BRET values are higher in cell extracts than those in live
cells probably due to the better availability of SYTO 14 in cell extracts.
FIGURE 8. Stau1 forms RNA containing higher order complexes.
(A) HEK293T cells were mock transfected or co transfected with
Stau1 HA3 expressor and either YFP, Stau1 YFP, or Stau1 Flag
expressors as indicated. Proteins in the cell extracts were separated
by SDS PAGE (left panels, Input) or successively immunoprecipitated
by first using anti Flag antibody (middle panels, 1st IP: FLAG) and
then using anti GFP antibody (right panels, 2nd IP: GFP). Proteins
were analyzed by Western blotting using anti Stau1, anti Flag, anti
GFP, and anti HA antibodies, as indicated. Anti b actin antibody was
used as a loading control. Molecular weight markers are indicated on
the left side of the gels. (B) Immunoprecipitates obtained after the
second round of immunoprecipitation were treated with TRIzol
reagent to isolate putative Stau1 bound RNAs. RNAs were qRT
PCR amplified using oligonucleotide primers for ARF1 and PAICS
mRNAs, two known Stau1 bound mRNAs (Kim et al. 2005). This
figure is representative of three independent experiments.
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This may not be crucial in the presence of functional dsRBD5
(Fig. 4C,D, Stau1-Stau1D2, Stau1D2-Stau1D2), but it may
explain why Stau1D2 and Stau1D5 only poorly interact in live
cells (Fig. 4D) when dsRBD5-mediated protein–protein in-
teractions are prevented.
Stau1 and the organization of mRNP complexes
The involvement of both Stau1 RNA-binding activity and
protein–protein interaction for Stau1 self-multimerization
suggests that Stau1 may act as an organizer of mRNP for-
mation. In this model, Stau1 recognizes and binds specific
mRNAs to be transported via its RNA-binding domains and
organizes these mRNAs into functional mRNP complexes
through protein–protein interaction involving dsRBD5 and
likely dsRBD2. Interestingly, two of the known Stau1 RNA
substrates are known to form homodimers: bicoidmRNAs in
Drosophila (Ferrandon et al. 1997) and HIV-1 genomic RNA
in humans (Darlix et al. 1990). Therefore, complexes may be
formed through both Stau1 and RNA self-association. This
novel function of Stau1 in complex formation would be
complementary to other known downstream functions of
Stau1 in mRNA transport, translation, and decay. Moreover,
Stau1 was shown to make direct protein–protein interaction
with tubulin (Wickham et al. 1999), ribosomes (Luo et al.
2002; Brendel et al. 2004), the nonsense mediated factor
Upf1 (Kim et al. 2005; Gong et al. 2009), and protein
phosphatase I (Monshausen et al. 2002), proteins known to
be present in Stau1-containing mRNPs. Therefore, not only
Stau1 can organize mRNPs through self-association, it can
also attract additional RNP-associated proteins through
direct interaction. Interestingly, all these interactions were
mapped within the Stau1 TBD domain, a region that is not
involved in RNA binding or Stau1 self-association. There-
fore, Stau1 has the capability to select mRNAs, organize
multimeric mRNA–protein structures, and attract additional
proteins to form functional mRNPs.
Several data in the literature are consistent with this
model. First, Stau1 is known to co-localize with mRNAs in
mRNP complexes (Kiebler et al. 1999; Duchaine et al. 2000;
Monshausen et al. 2001; Mallardo et al. 2003; Kanai et al.
2004; Furic et al. 2008) and directly bind mRNAs through
a specific cis-acting element (Wickham et al. 1999; Kim
et al. 2007), indicating that Stau1 has the capability to select
mRNAs to be transported and form functional mRNPs.
Second, biochemical and proteomic studies have shown
that Stau1 is a component of large complexes that contain
mRNA and protein cofactors (Krichevsky and Kosik 2001;
Mallardo et al. 2003; Brendel et al. 2004; Villace et al. 2004).
Its capacity to bind both mRNAs and specific mRNP-
associated proteins via protein–protein interaction (see
above) will facilitate the coordination between the fate of
Stau1-bound mRNAs and proteins required to fulfill the
functions. Third, relatively few Stau1 molecules were
detected as monomers or dimers (Mallardo et al. 2003),
indicating that Stau1 forms higher-order structures. The
biochemical and BRET/PCA results (Figs. 6–8) that show
the ability of Stau1 to form oligomers in live cells support
this conclusion. Fourth, in situ hybridization using Stau1-
bound mRNA sequences as probes revealed that, as a con-
sequence of Stau1 down-regulation, the amount of granules
containing these specific mRNAs is reduced in dendrites
(Kanai et al. 2004; Vessey et al. 2008). Although these
data can be interpreted as an indication that Stau1 down-
regulation impairs mRNA transport, they may also indicate
that Stau1 down-regulation also impairs mRNPs formation.
Finally, the oligomeric nature of Stau1-containing particles
in dendrites was exemplified in mouse with a loss-of-function
allele for Stau1 (Stau1tm1Apa). Whereas a transport-defective
DStau1-YFP was not properly transported in dendrites
following transfection in hippocampal neurons derived from
Stau1tm1Apa mouse, it was normally transported in neurons
from wild-type mouse (Vessey et al. 2008). This result in-
dicates that wild-type Stau1 can rescue the transport of
DStau1, likely through an interaction that forms functional
mRNPs to be transported in dendrites. A similar mechanism
can be used to control the functions of mRNP complexes.
Of particular interest is Stau1i, a Stau1 isoform that contains
an insertion of six amino acids in dsRBD3 that impairs its
ability to bind RNA and causes the formation of RNA-
binding-defective particles (Duchaine et al. 2000; Monshausen
et al. 2001). Its association with Stau1 in mRNPs modulates
the RNA content of Stau1-containing mRNPs and their
functions.
In conclusion, our results suggest that the formation of
large Stau1-containing mRNP complexes may be initiated by
Stau1 itself through both RNA-binding and homophilic and
heterophilic protein–protein interactions. This mechanism
may represent a first step for the regulation of downstream
Stau1 functions such as mRNA transport and localization
(Kanai et al. 2004), nuclear transit (Martel et al. 2006),
translation regulation (Dugre-Brisson et al. 2005), interac-
tion with the cytoskeleton (Wickham et al. 1999), and Stau1-
mediated mRNA decay (Kim et al. 2005, 2007). Using
sensitive and novel approaches, we were able for the first
time to show that Stau1 dimers and most likely oligomers
are associated with mRNAs. These techniques will contribute
to our understanding of mRNA particle formation and trans-




Goat polyclonal and mouse monoclonal anti GFP antibodies were
obtained from Rockland and Roche Applied Science, respectively.
Mouse monoclonal anti b actin clone AC 74 and mouse mono
clonal anti Flag M2 were obtained from Sigma Aldrich. The
mouse monoclonal anti Stau1 (clone 11C6) and anti HA (clone
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12CA5) antibodies were previously described (Dugre Brisson et al.
2005). Anti mouse and anti goat polyclonal antibodies conjugated
to horseradish peroxidase were obtained from DakoCytomation.
X gal and imidazole were purchased from Bioshop. Western blot
signals were detected using Western Lightning Chemilumines
cence Reagent Plus (PerkinElmer Life Sciences).
cDNA construction
YFP fused Stau1 mutants (Luo et al. 2002), Stau1 Rluc (Chatel
Chaix et al. 2004), Stau1 HA3, Stau1
D2 his6 plasmids (Wickham
et al. 1999), GABABR1 YFP, GABABR2 Rluc (Perroy et al. 2003),
and PKAreg RlucF1 and PKAcatRlucF2 (Stefan et al. 2007) were
previously described. Stau1D2 Rluc and Stau1D5 Rluc were con
structed from Stau1 Rluc by the all around technique. Oligonucle
otides used to generate these constructs are listed in Table 1. The 4K
mutant was constructed from the 2K mutant (Dugre Brisson et al.
2005) by the all around technique (Table 1). The PCR fragment
corresponding to PABP was digested with BamHI and cloned in
pCMV YFP topaz (Packard Bioscience/PerkinElmer LifeSciences).
PCR fragments corresponding to dsRBD2, dsRBD3, dsRBD4,
and dsRBD5 of Stau1 (Table 1) were digested with EcoRI and
XhoI enzymes and cloned into pLexA pre digested with EcoRI
and XhoI. The PCR fragment corresponding to the TBD domain
was digested with MunI and XhoI and cloned into pLexA pre
digested with EcoRI and XhoI. Full length Stau1 was obtained by
PCR amplification (Table 1) and digested with XhoI. This
fragment was cloned into pB42AD pre digested with XhoI.
Recombinant protein production and purification
Bacterially expressed his6 Stau1 and neutral endopeptidase his6
NEP were purified as previously described (Wickham et al. 1999).
Aliquots of the purified proteins were stored at 80°C until use.
Protein concentration was determined by the Bio Rad dye reagent
and BSA as a standard. For the pull down assays, his6 Stau1 and
his6 NEP (as control) were immobilized on a Ni NTA agarose
matrix and in vitro translated 35S labeled Staul was loaded onto
the column. After extensive washings, bound proteins were eluted
with 300 mM imidazole, and three successive elution fractions
were analyzed by SDS PAGE and autoradiography. In parallel, the
in vitro translated 35S Stau1 extract was treated with 20 pg/mL
RNase A for 1 h prior to loading.
Yeast two-hybrid assay
The EGY48 strain was transformed with the pLexA or pB42
plasmids containing the Stau1 fragments of interest. Yeast cells
were grown in either synthetic growth media lacking the nutrients
indicated or rich media.
TABLE 1. Primers used for PCR amplification
Domain Orientation Restriction Sequence
Stau1D2 Rluc Sense 59 GAGGTGAATGGAAGAGAATCCGAA 39
Antisense 59 CATAAGCTTGATATCCTGCAGACG 39
Stau1D5 Rluc Sense 59 ATCCCACCGGCTAGAGCCACC 39
Antisense 59 CTCAGAGGGTCTCGTGAGAGG 39
Stau14K Rluc Sense 59 GCACCAACGCGGCGGTGGCCA 39
Antisense 59 TGGCCACCGCCGCGTTGGTGC 39
Stau1 RlucF1/F2 Sense NotI 59 TAGCATGCGGCCGCATGAAACTTGGAAAAAAACC 39
Antisense ClaI 59 AGAGATATCGATGCACCTCCCACACACA 39
PABP YFP Sense BamHI 59 ACAAGGATCCGCCACCATGAACCCCAGTGCCC 39
Antisense BamHI 59 TTGTGGATCCGCAACAGTTGGAACACCGGT 39
dsRBD2 pLexA Sense EcoRI 59 TAGATATCGAATTCGCCGCCATGGGATACCCATTTCCAG 39
Antisense XhoI 59 TATACTCGAGGATATCCAGGATCCTCAA 39
dsRBD3 pLexA Sense EcoRI 59 TAGATATCGAATTCGCCGCCATGGGAAAATCTGAAATAAGT 39
Antisense XhoI 59 TATAACTCGAGGATATCAACTGCAGTGCAGG 39
dsRBD4 pLexA Sense EcoRI 59 TAGATATCGAATTCGCCGCCATGGGAAATCCGATTAGC 39
Antisense XhoI 59 TATACTCGAGGATATCAAGGATCTCCAG 39
dsRBD5 pLexA Sense EcoRI 59 TAGATATCGAATTCGCCGCCATGGGACCCTCTGAGCAA 39
Antisense XhoI 59 TATACTCGAGGATATCGCACCTCCCACACAC 39
TBD pLexA Sense MunI 59 TAGATATCCAATTGGCCGCCATGGGAAAACCCGCACT 39
Antisense XhoI 59 TATACTCGAGGATATCGGCAGTTACCGTGGC 39
Stau1 pB42AD Sense XhoI 59 GATGCTCGAGATGAAACTTGGAAAAAAACC 39
Antisense XhoI 59 TATACTCGAGGATATCGCACCTCCCACACAC 39
Arf1 Sense 59 TCAACGTGGAAACCGTGGAGTACA 39
Antisense 59 AGATCAGGCCTTGTGTGTTCTGGA 39
PAICS Sense 59 TTTGGGACCAGTGATGTCTGGGAA 39
Antisense 59 TTGAACAGCCAAGACCACTGGGTA 39
Restriction sites are underlined and shown in boldface.
Martel et al.
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Cell culture, transfection, and BRET assay
Human embryonic kidney (HEK) 293T cells were cultured in
Dulbecco’s Modified Eagle Medium (Invitrogen) supplemented
with 10% cosmic calf serum (HyClone). Transfections were
carried out with the Lipofectamine 2000 reagent (Invitrogen).
BRET experiments were carried out as described (Chatel Chaix
et al. 2004, 2007). Briefly, cells were plated into 12 well plates at
120,000 cells per well. Twenty four hours later, cells were trans
fected with constant amounts of plasmids coding for Rluc tagged
fusion protein (10 ng) and increasing amounts of plasmids coding
for YFP tagged proteins (0 500 ng) as indicated. BRET assays were
performed 24 h post transfection in live cells. Cells were washed
twice with phosphate buffered saline (PBS) at room temperature
and diluted to 106 cells per mL. Coelenterazine H (NanoLight
Technology) was added to 90 mL of cells at a final concentration of
5 mM. A saturation curve can be drawn when the Rluc tagged
protein becomes saturated by YFP tagged proteins, and an optimal
BRET ratio can be calculated at saturation for a specific protein
protein interaction. Luminescence (440 500 nm) as well as total and
transmitted fluorescence (510 590 nm) emissions were measured
using a Fusion a FP apparatus (PerkinElmer). The BRET ratio was
defined as [(emission at 510 to 590 nm)  (emission at 440 to
500 nm)3 Cf]/(emission at 440 500 nm), where Cf corresponds to
(emission at 510 to 590 nm)/(emission at 440 to 500 nm) when Rluc
fused protein is expressed alone. The total YFP activity/Rluc activity
ratio reflects the relative levels of activity of the two fusion proteins
in the cells. When BRET was carried out in cell extracts, cells were
lysed in 200 mL of lysis buffer (0.1 M Tris Cl at pH 7.9, 0.5%
Nonidet P40, 1 mM DTT) and incubated for 15 min at room
temperature with or without 30 mg/mL of RNase A (Fermentas).
For BRET between Stau1 Rluc and RNA, 1 mL of SYTO 14
(Invitrogen), an RNA selective fluorescence dye used as energy
acceptor, was added to 100,000 cells or to cell extracts and was
incubated for 20 min at room temperature. Because the emission
of SYTO14 is shifted to the red compared with that of YFP, a 550
long pass filter (Chroma) was used as acceptor filter. The BRET
ratio was calculated as described before by making the ratio of the
acceptor filter over the donor filter.
Microscopy
COS 7 cells were transfected with plasmids (500 ng) coding
for different Stau1 mutants using PEI as previously described
(Guerra Crespo et al. 2003). Cells were fixed in a freshly made 4%
paraformaldehyde solution in PBS for 20 min at room temperature
and permeabilized with 0.1% Triton X 100 in PBS. Coverslips were
mounted on microscope slides using DAKO fluorescent medium
and images were taken on a Nikon TE2000U equipped with a
CoolSnap fx CCD camera, a 603 objective (Pan Apo, N.A. 1.4),
and a YFP filter cube (Chroma #41028). Images were treated in
ImageJ 1.43d. The YFP channels were gamma corrected (0.5), the
black level was subtracted (modal value), and the brightness and
contrast were set to 0.5% saturation.
Immunoprecipitation and qRT-PCR
HEK293T cells transfected with the indicated plasmids were har
vested 24 h post transfection, washed three times in ice cold PBS,
and lysed in buffer (50 mM Tris Cl at pH 7.5, 1% Triton X 100,
15 mM EGTA, 150 mM NaCl, 1 mM DTT, Complete EDTA free
protease inhibitor cocktail [Roche Applied Science]) supplemented
or not with RNaseOUT RNase inhibitor (Invitrogen). Lysates were
cleared by centrifugation at 17,000g for 15 min. The supernatant was
incubated with or without 30 mg/mL RNase A for 10 min at 37°C
and then pre cleared with protein G sepharose (GE Healthcare) for
45 min at 4°C. After centrifugation, the supernatant was incubated
with goat polyclonal anti GFP antibodies for 2 h at 4°C and then
with protein G sepharose for 90 min at 4°C. Immune complexes
were washed three times with the lysis buffer and eluted from the
resin by heating for 5 min at 95°C in 23 protein loading buffer
(125 mM Tris Cl at pH 6.8, 10% glycerol, 3.3% SDS, 0.2 M DTT,
and 0.04% bromophenol blue). Proteins were analyzed by SDS
PAGE andWestern blotting using monoclonal antibodies against the
indicated proteins.
For the successive immunoprecipitation experiments, lysates
were prepared as described above except that DTT and RNase
inhibitor were omitted. The first immunoprecipitation was carried
out with anti Flag M2 affinity gel (Sigma Aldrich) and eluted with
the Flag peptide (Sigma Aldrich) as described previously (Chatel
Chaix et al. 2008). The eluate was then pre cleared with protein
G sepharose and the second immunoprecipitation was performed
with polyclonal anti GFP as described above. One third of the
immune complex was analyzed by SDS PAGE and Western blotting
and two thirds was used for qRT PRC analysis. To this end, RNA
was isolated from the immunoprecipitates using the TRIzol Reagent
(Invitrogen) according to the manufacturer’s procedure. RNA was
resuspended in 50 mL of water and digested with DNase using the
TURBO DNA free kit (Ambion). Reverse transcription reactions
were done with 4 mL of RNA using the MuLV RT enzyme from the
GeneAmp RNA PCR kit (Applied Biosystems), according to the
manufacturer’s procedure. Specific antisense primers used to pro
duce the cDNAs were 59 AGATCAGGCCTTGTGTGTTCTGGA 39
for Arf1 and 59 TTGAACAGCCAAGACCACTGGGTA 39 for
PAICS. Resulting cDNAs were qPCR amplified using the Light
Cycler 480 SYBR Green I Master kit (Roche) and the LightCycler
480 instrument (Roche). Sense and antisense primers are described
in Table 1.
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